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 1. INTRODUCCIÓN 
 
«Caminante no hay camino, 
se hace camino al andar.» 
 
-Antonio Machado (1875-1939).  
Poeta y prosista español- 
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1.1. ASPECTOS GENERALES DEL CÁNCER DE MAMA 
 
 El papiro de Edwin Smith (~1600-1500 a.c.) contiene probablemente la primera 
cita del cáncer de mama en la historia (1). Actualmente, el cáncer de mama es el tumor 
maligno que incide con más frecuencia en la mujer occidental (2, 3). La incidencia del 
cáncer de mama es generalmente mayor en los países desarrollados que en los menos 
desarrollados (2). En Estados Unidos representa una tercera parte de los casos nuevos de 
cáncer (4), siendo la probabilidad de padecerlo a lo largo de la vida de 1/8 (5). 
 
 El cáncer de mama es uno de los problemas más difíciles de solucionar que se 
plantea la sanidad a nivel mundial. Es la causa de mayor mortalidad general y por 
cáncer entre las mujeres de 35 a 55 años en determinados países. Afecta a una de cada 
cinco mujeres que fallecen por cáncer (6, 7). Su incidencia ha ido aumentando cada día 
de forma alarmante desde los años cincuenta (8, 9), aunque este fenómeno podría 
explicarse por el incremento de mujeres de mayor edad, el aumento de la detección, los 
cambios en la dieta y el retraso en tener hijos (8, 10). Sin embargo, los programas de 
detección precoz,  junto con los avances en el diagnóstico y en los tratamientos 
terapéuticos, se han traducido en  un incremento de la supervivencia (11, 12). 
 
 Existen muchos factores de riesgo implicados en el cáncer de mama, como 
pueden ser la edad (8),  el sexo (13), la raza (14), factores relacionados con la influencia 
hormonal (15) (especialmente la exposición a estrógenos) como son: la menarquia 
temprana, menopausia tardía, nuliparidad, edad tardía del primer parto, obesidad en 
mujeres postmenopáusicas. Algunos factores ambientales de riesgo incluyen el 
sedentarismo, los anticonceptivos orales, el alto consumo de grasa, el consumo de 
alcohol, el tabaco y la exposición a radiación (16-19). Estos factores podrían explicar la 
mayor incidencia del cáncer de mama en las mujeres de clase social más elevada. Por 
otro lado, también existen factores genéticos implicados en el cáncer de mama, como 
son las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2. Sin embargo, las alteraciones 
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1.1.1. ESTRUCTURA DE LA GLÁNDULA MAMARIA 
 
 Las mamas son glándulas túbulo-alveolares de secreción externa, consideradas 
embriológicamente como glándulas sudoríparas modificadas en su estructura y función. 
(Figura 1.1).  
 
  
Figura 1.1. Estructura de la glándula mamaria. 
 
 
La glándula mamaria está compuesta  por conductos y lóbulos. Cada glándula 
está formada por 15 a 20 lóbulos separados entre sí por tejido conectivo y adiposo. Los 
lóbulos se dividen en lobulillos y, a su vez, en pequeños bulbos que pueden producir 
leche. Los lobulillos son estructuras epiteliales incluidas en un estroma conectivo laxo 
intralobulillar hormono-dependiente, diferente del estroma conjuntivo y adiposo 
perilobulillar restante. Los lóbulos, lobulillos y los bulbos se reúnen en conductos y 
senos galactóforos, que se concentran en una estructura fibromuscular, el pezón (21).  
 
 
1.1.2. CLASIFICACIÓN DEL CÁNCER DE MAMA 
 
 La determinación de los estadios en el cáncer de mama es representativa de la 
extensión anatómica o del avance del cáncer en el momento del diagnóstico. El 
diagnóstico de extensión trata de agrupar los enfermos según la extensión de su 
enfermedad. Se utiliza para determinar cual va a ser el tratamiento adecuado para cada 
paciente, para calcular su pronóstico y para comparar los resultados de otros grupos. 
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Para valorar la extensión del cáncer de mama, se clasifica por estadios. Esta 
clasificación se realiza inicialmente sobre una base clínica, es decir, según la 
exploración física, radiológica y evaluación de laboratorio. La evaluación utilizada en el 
presente trabajo ha sido la estática, que recoge las características de extensión del tumor 
en un momento dado de su evolución, sin atender a ningún otro aspecto.  
 Las características estáticas son: el tamaño del tumor, la afectación ganglionar y 
la existencia de metástasis. 
Tamaño del tumor 
 
 El conocimiento del tamaño tumoral es fundamental para evaluar el pronóstico 
del cáncer de mama, siendo uno de los factores principales del sistema de estadificación 
del American Joint Comitte on Cancer (AJCC) (22) y de la International Union Against 
Cancer (UICC) (23), que actualmente son idénticos. La valoración clínica puede 
originar errores, por lo que es mejor utilizar el diámetro tumoral máximo expresado en 
milímetros e indicado en el informe histopatológico. Se ha observado una gran relación 
entre el tamaño tumoral y la posibilidad de afectación axilar, lo que va a influir en el 
pronóstico y en la  supervivencia de los enfermos (24-26). Aunque se puede evidenciar 
una relación inversa entre el tamaño y la supervivencia (27), de tal forma que conforme 
aumenta el tamaño tumoral disminuye la supervivencia, ésta se encuentra influenciada 





 La afectación de los ganglios linfáticos regionales condiciona un pronóstico 
desfavorable, siendo el principal factor de riesgo de enfermedad sistémica posterior. 
 
 El conocimiento de la anatomía de los ganglios linfáticos regionales de la mama 
es imprescindible para realizar una correcta linfadenectomía. La UICC (23), divide los 
ganglios mamarios en: 
 
1.- Axilares (ipsilaterales): corresponde a los ganglios linfáticos distribuidos a 
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2.- Mamaria interna (ipsilateral): ganglios situados en los espacios 
intercostales, a lo largo del borde del esternón en la fascia endotorácica. 
 
 La invasión de los ganglios por células tumorales, se encuentra influida por 
muchos factores, entre los que destacan, el tamaño y la localización del tumor primario, 
el grado histológico, el subtipo histológico, la invasión vascular, la infiltración de los 
linfáticos intramamarios y el grado nuclear alto. El tamaño tumoral es uno de los 
factores principales, pese a que el estado de los ganglios axilares es un factor pronóstico 
independiente tanto para la supervivencia libre de enfermedad como para la 




 La diseminación a distancia en el cáncer de mama puede alcanzar órganos 
diversos siendo las localizaciones más frecuentes hueso, pulmón e hígado (29). 
 
Actualmente cuando se produce el diagnóstico del cáncer de mama, podemos 
detectar metástasis ya constituidas, pero no la existencia de micrometástasis. El factor 
más adecuado para predecir la posibilidad de metástasis a distancia es la afectación 
ganglionar y el tamaño tumoral cuando los ganglios linfáticos son negativos (30). 
 
 Las metástasis van a presentarse en el 40% de las pacientes con cáncer de mama 
operado. Aunque lo habitual es que la diseminación se inicie entre los 2,5 y los 4 años 
de la intervención, depende de múltiples factores, y no es raro el hallazgo de metástasis 
a los 10 o más años después del diagnóstico inicial (31). 
 
 En definitiva, la existencia de metástasis a distancia en una paciente afecta de 
cáncer de mama condiciona un pronóstico desfavorable, que conduce a la muerte. El 
esfuerzo debe dirigirse a diagnosticar a las pacientes precozmente, antes de que se 
produzcan metástasis, ya que la efectividad de los tratamientos en la enfermedad 
diseminada es escasa (31). 
 
 En el cáncer de mama, la clasificación estática más utilizada en la actualidad es 
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1.1.2.1. Sistema TNM 
 
 Para la clasificación por estadios el sistema clínico más extensamente empleado 
es el adoptado tanto por la UICC. (Union Internationale Contre le Cancer / International 
Union Against Cancer) como por la AJC (American Joint Commision in Cancer Staging 
and end Results Reporting). La clasificación del cáncer de mama fue la primera del tipo 
TNM planteada por la UICC (23). 
 
1) El tamaño del tumor primario, designada por la letra “ T “. 
2) Las condiciones de los ganglios linfáticos regionales, designadas por la letra “ N “. 
3) La ausencia o presencia de metástasis a distancia, designada por la letra “ M “. 
 
 A estas iniciales se les agrega unos subíndices numéricos en función de la 
extensión del proceso y también se utilizan otros símbolos complementarios con 
determinados propósitos. 
     
 Esta clasificación se emplea sólo en los carcinomas,  que deben confirmarse 
histológicamente. La región anatómica de origen debe ser recordada, pero no 
considerada en su clasificación. 
 Si nos referimos a los tumores múltiples simultáneos en una mama, debe usarse 
para la clasificación el tumor con la categoría T más alta. Los cánceres de mama 
simultáneos bilaterales se deben clasificar de forma independiente. 
 
1.1.2.1.1. Clasificación histopatológica  TNM 
 
T.- TUMOR PRIMARIO 
 La clasificación histológica exige la verificación de ausencia de tumor 
perceptible en el límite de la exéresis. Se refiere a tumor infiltrante. Si hay un amplio 
componente intraductal y un componente infiltrativo pequeño se clasifica en función de 
éste. 
  
TX  No se ha podido determinar las características del tumor primario. 
T0  No se encuentra el tumor primitivo. 
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Tis  Carcinoma in situ: carcinoma intraductal puro, carcinoma lobulillar in situ o 
enfermedad de Paget del pezón sin tumor en la mama. (La enfermedad de Paget 
con tumor demostrable se clasifica en función del tamaño del tumor). 
T1  Tumor menor o igual a 2 cm en su mayor diámetro. 
T2  Tumor mayor de 2 cm e igual o menor de 5 cm. en su diámetro mayor. 
T3  Tumor mayor de 5 cm en su mayor diámetro. 
T4  Tumor de cualquier tamaño si presenta extensión directa a pared torácica y/o 
piel. 
 
N.- GANGLIOS LINFÁTICOS REGIONALES 
Para la clasificación anatomopatológica del estado de los linfáticos axilares, se 
necesita la exéresis y estudio por lo menos del nivel más externo de la axila, es decir, el 
nivel I de Berg, debiendo incluir habitualmente al menos seis ganglios linfáticos. 
NX     No evidencia de los ganglios linfáticos regionales.  
N0     No invasión en los ganglios regionales. 
N1     Metástasis en los ganglios axilares homolaterales móviles. 
N2     Invasión de ganglios axilares homolaterales fijos entre sí o a otras estructuras. 
N3     Metástasis en los ganglios de la cadena mamaria homolateral. 
 
M.-  METÁSTASIS A DISTANCIA 
 
MX  Imposibilidad de determinar la extensión metastásica. 
M0  Ausencia de metástasis a distancia. 
M1  Presencia de metástasis a distancia (se incluyen las metástasis ganglionares 
supraclaviculares homolaterales) 
 
 La categoría M1 puede dividirse según la localización en 9 grupos: 
PUL = Pulmonar   OSS = Ósea    HEP = Hepática   BRA = Cerebral   MAR = Medular 
PLE = Pleural        PER = Peritoneal   SKI = Cutánea     OTH = Otras 
Las combinaciones posibles según los subíndices son 32. Para facilitar mejor el 
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Tabla 1.1. Agrupación del  cáncer de mama por estadios según la clasificación TNM. 
 
ESTADIO   T   N   M 
 
ESTADIO 0   Tis   N0   M0 
 
ESTADIO I   T1     N0   M0 
 
ESTADIO IIA   T0   N1    M0 
     T1    N1   M0 
     T2   N0   M0 
 
ESTADIO IIB   T2   N1   M0 
     T3   N0   M0 
 
ESTADIO IIIA   T0   N2     M0 
     T1    N2   M0 
     T2   N2   M0 
     T3   N1, N2   M0 
 
ESTADIO IIIB    T4    Cualquiera  M0 
     Cualquiera  N3   M0 
 
ESTADIO IV   Cualquiera  Cualquiera  M1 
 
 
 Además de la clasificación TNM, a nivel clínico se determinan otros elementos 
para establecer la evolución del cáncer de mama como son los receptores hormonales. 
 Receptores hormonales. 
 
 Los receptores hormonales, tanto de estrógeno como de progesterona, 
intervienen de forma muy importante en la diferenciación del tejido mamario normal y 
en la regulación del crecimiento celular. Con frecuencia, el carcinoma de mama es 
hormonodependiente, y su crecimiento viene determinado por la acción de las hormonas 
esteroideas a través de los receptores situados en el citoplasma de la célula, tanto normal 
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como neoplásica. La determinación de estos receptores en el tejido tumoral es 
actualmente indispensable, ya que su positividad constituye un factor pronóstico 
favorable en su supervivencia y la base del tratamiento hormonal (33). Numerosos 
autores han demostrado que los cánceres de mama con receptores negativos tienen un 
alto riesgo de recurrencias y, por lo tanto, peor pronóstico si se comparan con los 
tumores con receptores positivos, independientemente de la edad, tamaño tumoral, 
afectación ganglionar y tipo histológico. También se ha confirmado la gran capacidad 
de predicción de los receptores de estrógeno positivos sobre la supervivencia global y 
libre de enfermedad, independientemente del estado ganglionar (34, 35). 
 
1.1.2.2. Tipo histológico 
 
 El tipo histológico del cáncer de mama es un factor pronóstico que origina 
polémicas, no ya únicamente por el propio tipo histológico sino por el número de 
clasificaciones que existen (36-38). El objetivo de estas clasificaciones es ordenar, con 
arreglo a sus características estructurales, los diferentes tipos de tumor que tienen un 
curso clínico característico, para que se pueda predecir el pronóstico y aplicar el 
tratamiento más correcto. Una de las clasificaciones más usada es la de la Organización 
Mundial de la Salud (O.M.S.) de 1981 (39). 
 Los carcinomas no infiltrantes o carcinomas “in situ”, son aquellos que no han 
roto la membrana basal. Pueden presentarse en los ductos y en los lobulillos (39). Por el 
contrario, los carcinomas infiltrantes rompen la membrana basal e invaden el tejido 
circundante. Dentro de los carcinomas infiltrantes destaca el carcinoma ductal 
infiltrante, que es el que se presenta con más frecuencia llegando hasta el 70-80% de 
todos los cánceres de mama (36-39). 
 Diversas publicaciones señalan que el pronóstico es mejor para los carcinomas 
no infiltrantes y para ciertos subtipos histológicos del carcinoma infiltrante, como los 
medulares, tubulares, coloides, y papilares. Representan alrededor del 5% de todos los 
cánceres de mama y tienen una supervivencia del 85 al 90 % a cinco años, frente al 
carcinoma ductal infiltrante al que corresponden alrededor del 75% de los tumores 
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CLASIFICACION HISTOLÓGICA DE LOS TUMORES DE MAMA 
(O.M.S.)(39) 
I.- TUMORES EPITELIALES 
 A.- BENIGNOS 
1.- Papiloma intraductal      
2.- Adenoma del pezón      
3.- Adenoma tubular      
 B.- MALIGNOS 
1.- No invasor: 
a) Carcinoma Intraductal     
b) Carcinoma Lobulillar "in situ"    
2.- Invasores: 
a) Carcinoma Ductal Infiltrante (CDI)   
b) CDI con predominio Intraductal    
c) Carcinoma Lobulillar Invasor    
d) Carcinoma Mucinoso     
e) Carcinoma Medular     
f) Carcinoma Papilar      
g) Carcinoma tubular      
h) Carcinoma adenoide quístico    
i) Carcinoma secretor (juvenil)    
j) Carcinoma Apocrino     
k) Carcinoma con metaplasia 
i.-   Tipo escamoso    
ii.-  Tipo fusiforme     
iii.- Tipo cartilaginoso y óseo    
l) Otros 
3.- Enfermedad de Paget del pezón    
 
II.- TEJIDO CONECTIVO MIXTO Y TUMORES EPITELIALES 
A.- FIBROADENOMA      
B.- TUMOR PHYLLODES      
C.- CARCINOSARCOMA.      
 
III.- TUMORES VARIOS 
 
IV.- TUMORES NO CLASIFICADOS     
 
V.- DISPLASIA MAMARIA/ENFERMEDAD FIBROQUISTICA   
 
VI.- LESIONES DE ASPECTO TUMORAL    
A.- ECTASIA DUCTAL      
B.- PSEUDOTUMORES INFLAMATORIOS   
C.- HAMARTOMA       
       D.- GINECOMASTIA      
   E.- OTROS 
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1.2. PROCESOS IMPLICADOS EN EL CÁNCER DE MAMA 
 
 Así pues, la glándula mamaria está constituida fundamentalmente por conductos 
y lóbulos y es un sitio frecuente de lesiones inflamatorias, displásticas y tumorales. El 
cáncer de mama más común se origina en las células epiteliales de los conductos y se 
denomina carcinoma ductal, mientras que el que se origina en los lóbulos se denomina 
lobulillar y es menos frecuente (40). 
 
        Los procesos implicados en el desarrollo del cáncer son los siguientes (Figura 1.2): 
 
a) Transformación maligna de las células y posterior proliferación, para lo que  
se requiere la generación de nuevos vasos: angiogénesis. 
 
b) Invasión tumoral, que comprende tres pasos: 
- Adhesión e interacción de las células tumorales con los componentes 
de la membrana basal y la matriz extracelular (MEC). 
- Proteolisis local. 
- Migración celular. 
 
c) Diseminación del tumor a distintas zonas del organismo: metástasis. 
 
 La proteolisis local y la migración celular son eventos complejos en los que 
están involucrados tanto el tejido tumoral como el normal. Estos procesos requieren la 
producción, liberación y activación de una variedad de enzimas capaces de degradar la 
membrana basal y la MEC. Existen cuatro clases de enzimas implicadas en la 
degradación de la MEC: cisteín-proteasas, aspártico-proteasas, serín-proteasas y 
metaloproteasas (41). 
 
 Sin embargo, para que tenga lugar el proceso invasivo es necesario que ocurra 
una proteolisis altamente organizada, espacial y temporalmente (42-44). Para ello, tanto 
las células tumorales como las normales pueden secretar inhibidores de proteasas, de 
manera que la actividad proteolítica local neta es el resultado de un balance entre la 
producción y activación de proteasas y la disponibilidad de inhibidores endógenos (41). 
 
 Así pues, la degradación de la matriz extracelular es un proceso clave en la 
proliferación del tumor. Los dos principales sistemas, formados tanto por proteasas 
como por sus inhibidores, implicados en esta degradación son el sistema fibrinolítico 
(serín-proteasas) y el sistema de las metaloproteasas. Por lo tanto, el control de los 









Figura 1.2. Procesos implicados en la metástasis. Tras la transformación maligna de las 
células, se requiere una serie de procesos para que tenga lugar la metástasis: angiogénesis, degradación 
de la MEC, invasión, migración, intravasación (entrada de las células malignas al torrente sanguíneo),  




 La regulación de la expresión génica es responsable de los niveles de mRNA, 
proteína y actividad enzimática  y está regulada de forma específica en cada tejido 
(Figura 1.3). Una regulación fundamentalmente pre-traduccional conlleva a un 
paralelismo entre los niveles de mRNA y proteína, mientras que los mecanismos de 
regulación traduccionales y post-traduccionales rompen esta proporcionalidad. En el 
caso tanto del sistema fibrinolítico como en el de las metaloproteasas, las cantidades de 
proteína y actividades enzimáticas han sido medidas en diversos tejidos, incluidos el 
cáncer de mama, pero existen pocos estudios donde se describan las cantidades de 
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 Existen diversas técnicas para la cuantificación de la expresión génica: Northern 
blot, Dot blot, ensayos de protección de RNasa, hibridación in situ,  ensayos de nucleasa 
S1 y la Transcripción Reversa - Reacción en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR , 
Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction).  La RT-PCR es más sensible que 
el resto de  técnicas y, además, requiere menos RNA y, por lo tanto, menos tejido (46). 
Esto es fundamental ya que, como se ha comentado previamente, el cáncer de mama, al 
igual que otros muchos cánceres, se detecta más precozmente, con lo cual los tumores 
son de menor tamaño y, por lo tanto, se dispone de menor cantidad de tejido para su 
análisis.  
 
 Dentro de las técnicas de RT-PCR,  en los últimos años se ha desarrollado la 
técnica de la RT-PCR en tiempo real, que combina las técnicas de RT-PCR con las de 
fluorescencia, permitiendo, además de cuantificar, seguir la reacción de PCR en tiempo 
real. Esto permite una cuantificación de los niveles de expresión de mRNA mucho más 
precisa. En los últimos años, la aplicación de esta técnica en el estudio de la expresión 
génica ha aumentado considerablemente. Sin embargo, existen escasos datos acerca de 
la utilización de esta técnica en el estudio de la expresión génica de componentes de los 
sistemas fibrinolítico y de las metaloproteasas en el cáncer de mama (47, 48). 
 
Proteína 






Figura 1.3. Flujo de la información genética. 
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1.3. ASPECTOS GENERALES DE LA FIBRINOLISIS 
 
 El término fibrinolisis fue introducido hace más de un siglo por Dastre  para 
describir la disolución espontánea de coágulos sanguíneos (49). A pesar del tiempo 
transcurrido desde entonces podemos decir que esta definición de la fibrinolisis, como el 
conjunto de mecanismos encargados de lisar el coágulo de fibrina una vez formado, sigue 
siendo precisa. Sin embargo, el sistema fibrinolítico está involucrado también en diversos 
procesos biológicos tan importantes como la reproducción humana, la regeneración tisular, 
la angiogénesis, la invasión tumoral y la metástasis (47, 50-54). 
 
 El funcionamiento del sistema fibrinolítico tiene como base la conversión de un 
proenzima, el plasminógeno, en su enzima proteolíticamente activo, la plasmina, la cual es 
capaz de eliminar el coágulo al degradar la fibrina (55, 56) (Figura 1. 4). La 
transformación del plasminógeno en plasmina activa se produce mediante la acción 
proteolítica de dos enzimas, denominados respectivamente activador tisular del 
plasminógeno (tPA) y activador del plasminógeno de tipo uroquinasa (uPA). Como en 
cualquier proceso biológico regulado, a esta tendencia profibrinolítica se opone una 
actividad antifibrinolítica, de tal modo que sólo un adecuado equilibrio entre ambas fuerzas 
dará lugar a un correcto funcionamiento del sistema global. La inhibición de la fibrinolisis 
se ejerce a varios niveles. Por una parte están los inhibidores naturales de los activadores 
del plasminógeno. Estos inhibidores se denominan inhibidor del activador del 
plasminógeno de tipo 1 o de tipo endotelial (PAI-1), e inhibidor del activador del 
plasminógeno de tipo 2 o placentario (PAI-2). Existe un tercer inhibidor de los activadores 
del plasminógeno denominado en principio como PAI-3, aunque más tarde se identificó 
como uno de los inhibidores de la proteína C activada (PCI) (57, 58). Dicho inhibidor es 
capaz de inhibir al uPA y al tPA de dos cadenas pero, aunque su concentración plasmática 
es superior a la de los otros PAIs, su actividad inhibitoria a nivel fibrinolítico es menor (59-
61). Como su nombre indica estos PAIs  controlan la fibrinolisis inhibiendo la activación 
de plasminógeno a plasmina. 
 
 Otro control se realiza una vez el plasminógeno ha sido activado. La actividad 
proteolítica de la plasmina está regulada por la acción de la α2-antiplasmina, su principal 


























•  Proteolisis MEC  
•  Activación factores de 
crecimiento 
•  Proliferación y adhesión celular
• Activación de MMPs 















Figura 1.4. Esquema simplificado del funcionamiento del sistema fibrinolítico. tPA: Activador 
tisular del plasminógeno; uPA activador del plasminógeno tipo uroquinasa; sc-uPA: activador del uPA 
de una cadena; HMW-uPA: activador del uPA de alto peso molecular; LMW-uPA: activador del uPA de 
bajo peso molecular; PAI: inhibidor del activador del plasminógeno; PDF: Productos de degradación de 
la fibrina . 
 
  
 Estos son básicamente los factores implicados en la fibrinolisis, de tal modo que 
una correcta hemostasia depende del balance de fuerzas entre todas estas tendencias 
opuestas. El equilibrio entre estas fuerzas no es, por otra parte un equilibrio estático, 
sino tremendamente dinámico y adaptable a diferentes situaciones fisiológicas. Antes de 
profundizar en nuestro análisis del sistema fibrinolítico en el cáncer de mama es 
necesario describir adecuadamente la naturaleza de sus componentes y las 
interrelaciones que se dan entre ellos a nivel bioquímico. En la Tabla 1.2 se muestran 
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Tabla 1.2. Algunas propiedades de los principales componentes del sistema fibrinolítico. (MM: 
masa molecular en kDa; %CH: contenido en carbohidratos en porcentaje de peso; AÁ: número de 
aminoácidos; Conc: concentración en plasma en mg/l) . 
 
 MM % CH AA Triada Catalítica Centro Activo Conc 
Plasminógeno 92 2 791   200 
Plasmina 85 2 715 His603/Asp646/Ser741   
tPA 68 7 527 His322/Asp371/Ser478  0,01 
sc-uPA 54 7 411 His204/Asp255/Ser356  0,008 
PAI-1 52  379  Arg346/Met347 0,01 
PAI-2 47  393  Arg358/Thr359 <0,001 
PAI-3 57  387  Arg354/Ser355 5 
α2antiplasmina 70 13 452  Arg364/Met365 70 
α2macroglobulina 725 8 4 x 
1451 







 El plasminógeno es una glicoproteína sintetizada fundamentalmente en el 
hígado, aunque también se han descrito otros lugares de síntesis como los eosinófilos o 
las células renales. Está formado por una cadena polipeptídica de 791 aminoácidos con 
una masa molecular aproximado de 92 kDa. El zimógeno nativo posee un residuo de ácido 
glutámico en posición amino-terminal (Glu-plasminógeno). La activación del Glu-
plasminógeno en el plasma humano tiene lugar mediante el corte del enlace Arg561-
Val562 (62). 
 
 El plasminógeno contiene 5 regiones homólogas de triple lazo o kringles (63) las 
cuales contienen unas estructuras, llamadas sitios de unión a lisina, responsables de la 
unión plasminógeno-fibrina y de la interacción plasmina/α2antiplasmina, jugando de este 
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 El gen del plasminógeno se localiza en el brazo largo del cromosoma 6 en la banda 
q26 ó q27 (66). Este gen se extiende a lo largo de 52.5 kilobases de DNA y está 
fragmentado en 19 exones separados por 18 intrones (67). Cada uno de los cinco kringles  
que lo componen está codificado por dos exones, de tal modo que hay un intrón en el 
medio de cada una de estas estructuras. El gen del plasminógeno está además 
estrechamente relacionado con el gen que codifica la apolipoproteína (a) (68). 
 
 Los niveles de plasminógeno en el plasma son relativamente constantes (200 mg/L) 
y no varían excesivamente con la edad ni con el sexo. Sin embargo, se han descrito 
hipoplasminogenemias o displasminogenemias congénitas como causa de  




 La plasmina es la forma enzimáticamente activa del plasminógeno, que tiene como 
sustrato más específico la fibrina y el fibrinógeno (72). Básicamente, la plasmina es una 
serín-proteasa de doble cadena del tipo de la tripsina, que está formada por dos cadenas 
polipeptídicas unidas entre sí al menos por dos puentes disulfuro (73). Atendiendo a su 
peso molecular, se denominan cadena pesada la que deriva de la porción amino-terminal 
del plasminógeno, y cadena ligera la que deriva de la porción carboxi-terminal. La cadena 
pesada contiene un péptido de activación y los 5 kringles descritos en el plasminógeno, en 
los cuales se encuentran los lugares de unión a la lisina (LBS, “lysine binding sites”). La 
cadena ligera contiene el centro activo con la configuración típica de las serín-proteasas.  
 
 La unión de la plasmina a la α2-antiplasmina tiene lugar por los sitios de unión a la 
lisina (LBS) y por el centro activo. Por ello, cuando la plasmina está unida a la fibrina no 
se inactiva y actúa como un eficaz fibrinolítico. También a través de los LBS el plas-
minógeno y plasmina son capaces de interactuar con los receptores del plasminógeno que 
existen en la superficie de la célula endotelial y de otras células (74). Estos receptores 
modulan el proceso de fibrinolisis y, en particular, los procesos proteolíticos relacionados 
con la migración celular que tienen lugar en la superficie celular. Cuando la plasmina actúa 
sobre el fibrinógeno o fibrina da lugar a los llamados productos de degradación del 
fibrinógeno y la fibrina (PDF/pdf).  
 
 Además de su función fibrinolítica a nivel plasmático, la plasmina tiene una 
importante función proteolítica a nivel tisular. Interviene en procesos de proliferación y 
adhesión celular, produciendo una proteolisis de la matriz extracelular y regulando la 
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activación de factores de crecimiento y metaloproteasas. También interviene en procesos 
fisiológicos como la menstruación, la ovulación y la implantación embrionaria (75, 76) y 
en situaciones patológicas como el cáncer (47, 77) y la endometriosis (78). 
 
 Se han identificado dos  activadores fisiológicos del plasminógeno: el uPA y el 
tPA. Estos activadores representan el papel dual del sistema fibrinolítico, ya que el 
mecanismo que media el tPA está envuelto inicialmente en la hemostasia y el uPA 
parece estar implicado fundamentalmente en fenómenos de proteolisis. Así, a pesar de 
que ambos activadores poseen actividades enzimáticas comunes, parecen desempeñar 
distintos papeles en el organismo.  
 
 
1.3.2. ACTIVADORES FIBRINOLÍTICOS 
 
1.3.2.1. Activador tisular del plasminógeno (tPA) 
 
1.3.2.1.1. Estructura y biología 
 
 El tPA es una serín proteasa con un peso molecular de alrededor de 70.000, aislada 
originalmente con una sola cadena polipeptídica de 527 aminoácidos (sc-tPA) y con una 
serina como extremo N-terminal (79). El tPA se convierte en una forma bicatenaria (tc-
tPA) por la acción de la plasmina, la cual corta el enlace peptídico entre los aminoácidos 
Arg275-Ile276 (Figura 1.5). A pesar de que el sc-tPA es más activo en ausencia de fibrina, 
no se han observado diferencias significativas en las actividades de ambas formas en 
presencia de fibrina (80). La región N-terminal (cadena A o cadena pesada) está compuesta 
por una serie de dominios muy similares a otras proteínas. Así, los residuos del 4 al 50 son 
homólogos a los fingers de la fibronectina y median la interacción de ambas proteínas con 
la fibrina (81); los residuos del 50 al 87 son homólogos al factor de crecimiento epidérmico 
humano, y los residuos del 87 al 176 (K1) y 176 a 262 (K2) son ambos homólogos a las 
regiones kringle del plasminógeno. La región que abarca los residuos 276 a 527 (cadena B 
o ligera) presenta homología con otras serín-proteasas y contiene el sitio catalítico, el cual 
está formado por la triada His322, Asp371 y Ser478 (79).  
 
 El gen del tPA humano ha sido localizado en el cromosoma 8 en las bandas 
8.p.12→q.11.2 (82, 83), se extiende a lo largo de más de 35 kilobases y está 
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 El tPA se sintetiza mayoritariamente en las células endoteliales y está presente en 
el plasma  a bajas concentraciones, pudiéndose detectar niveles antigénicos de tPA 
circulante del orden de 5 ng/mL. En su mayor parte se puede encontrar formando 
complejos con el PAI-1, no encontrándose más allá del 5% como forma activa en el 
plasma. Sin embargo, concentraciones locales más elevadas de tPA activo se pueden lograr 
tras su liberación por parte del endotelio. Esta rápida liberación (en cuestión de minutos) 
puede lograrse tras la inducción del endotelio vascular por diferentes estímulos, como la 
oclusión venosa, la infusión de un derivado de vasopresina (DDAVP) o epinefrina y el 
ejercicio físico (84-86). Esta respuesta es demasiado rápida para estar originada en un 





  Toda una variedad de agentes han demostrado ser capaces de aumentar la tasa de 
síntesis de tPA por parte de células endoteliales en cultivo, incluyendo trombina (87), 
histamina (88), butirato (89), acetato de forbol-miristato (PMA, phorbol myristate acetate) 
(90), proteína C activada (91) y retinoides (92, 93) entre otros. Sólo unos pocos agentes 
como la histamina, el butirato o la combinación de cAMP con agonistas de la protein-
quinasa C son capaces de activar al tPA exclusivamente sin afectar la síntesis del PAI-1 




 Una de las más interesantes características del sc-tPA dentro de su mecanismo de 
activación es su baja actividad enzimática en un sistema purificado. Sin embargo, la 
eficiencia catalítica de la conversión del plasminógeno en plasmina se incrementa unas 
1.500 veces en presencia de fibrina o de fragmentos de ésta (95). La cinética de la 
activación del tPA en presencia de fibrina reafirma la hipótesis de que la fibrina actúa 
como la superficie sobre la cual el tPA y el plasminógeno se unen secuencialmente para 
formar un complejo ternario. La gran afinidad del tPA por el plasminógeno en presencia de 
fibrina da como resultado una eficiente activación del tPA en la zona del coágulo, mientras 
que al mismo tiempo la activación en el plasma circulante permanece muy reducida. Así 
pues, la principal función del tPA parece estar asociada con la fibrinolisis, siendo su 





















Figura 1.5. Modelo estructural de la conformación de la molécula de tPA. Las flechas 
representan las regiones en hoja β  y las espirales  las regiones en α-hélice  (96).  
 
 
1.3.2.2. Activador del plasminógeno tipo uroquinasa (uPA) 
 
1.3.2.2.1. Estructura y biología 
 
 El uPA es una serín proteasa del tipo tripsina aislada inicialmente de la orina 
humana en forma de doble cadena (tc-uPA). Sin embargo, y como en el caso del tPA, el 
uPA se sintetiza inicialmente como una sola cadena polipeptídica (sc-uPA) compuesta por 
411 aminoácidos y con un peso molecular de 54.000 (Figura 1.6) (97). Tras una digestión 
parcial por parte de la plasmina o la calicreína, a nivel del enlace peptídico Lys158-Ile159, 
la molécula se convierte en la forma de doble cadena tc-uPA. Esta forma, denominada 
también uroquinasa de alto peso molecular (HMW-uPA) está formada por una cadena 
ligera A, que representa el extremo N-terminal del sc-uPA, y que contiene 158 
aminoácidos; y una cadena pesada B con 253 aminoácidos. En esta última se localiza el 
centro catalítico formado por la triada His204, Asp255 y Ser356, de tal modo que el puente 
disulfuro Cys194-Cys222 es esencial para mantener la actividad del enzima. Por su parte, 
la cadena ligera contiene una región homóloga al factor de crecimiento epitelial humano 
(residuos 9-45), y una región kringle (aminoácidos 45-134). La HMW-uPA puede ser 
escindida por la plasmina en una forma de uroquinasa enzimáticamente activa y de bajo 
peso molecular (33.000) (LMW-uPA) y una molécula que no es enzimáticamente activa y 
denominada ATF, que mantiene la capacidad de unirse al receptor del uPA (59).  
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Figura 1.6. Modelo estructural de la conformación de la molécula del uPA. Las flechas 
representan las regiones en hoja β (amarillo) y los cilindros las regiones en α-hélice (rojo) (96). 
 
 El gen del uPA humano se extiende a lo largo de 6,4 kb y está localizado en el 
cromosoma 10 (83). Contiene 11 exones (98) y una organización intrón-exón del gen que 
evoca a la del gen del tPA. La concentración del  sc-uPA es de 8 a 10 ng/mL en plasma y 
su vida media es de 5 a 8 minutos, siendo predominantemente metabolizada en el hígado. 
Cuando se incuba sc-uPA con plasminógeno, en un sistema purificado, se genera 
rápidamente tanto tc-uPA como plasmina. El análisis cinético de este proceso revela que se 
trata en realidad de una secuencia de tres reacciones (99, 100). En la primera, el sc-uPA 
actúa directamente sobre el plasminógeno generando pequeñas cantidades de plasmina. A 
continuación, la plasmina convierte el sc-uPA en tc-uPA, y ésta dirige finalmente la 
activación del plasminógeno. La actividad del sc-uPA es muy débil, tal y como se ha 
podido comprobar en sistemas libre de plasmina y tc-uPA, en los que se detectó una 
actividad inferior al 0,5% de la de la tc-uPA (101). En otros experimentos de activación del 
plasminógeno en presencia de PAI-1, se puede concluir que la actividad del sc-uPA es tan 
sólo de un 0,1% en relación a la mostrada por el tc-uPA (102). Por otro lado, el  tc-uPA no 
tiene especificidad por la fibrina y activa plasminógeno libre o unido a fibrina 
indiscriminadamente. Sin embargo, el sc-uPA tiene una marcada especificidad por la 
fibrina. 
 
 A nivel celular, el uPA se une específicamente a su receptor (uPAR) expresado 
en diferentes tipos celulares (103). Este receptor está formado por 283 aminoácidos que 
se anclan en la membrana por una cola glicosil fosfatidil inositol (GPI) (104, 105). Se 









 La transcripción de un gen está regulada por la actividad de unos factores nucleares 
específicos que gobiernan la frecuencia de inicio de la transcripción. Esos factores 
interaccionan con secuencias específicas situadas en la región 5' de los genes, modulando 
la actividad de la RNA polimerasa. En cuanto a la regulación del uPA, se ha descrito que 
su promotor contiene una caja TATA (secuencia prácticamente universal en los genes 
eucariotas de inicio de transcripción y característica de genes regulados) y una región de 
unas 200 bases rica en GC (característica de los genes de expresión constitutiva o 
housekeeping), donde se encuentran varias copias de la secuencia GGGCGG que es 
reconocida por el factor de transcripción SP1. La expresión del gen del uPA es inducible 
por muchas y  diversas señales como son factores de crecimiento presentes en el suero 
como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el de fibroblastos (FGF), hormonas 
esteroides, la luz ultravioleta y cambios en la morfología celular (107-109). 
  
 La región intensificadora más caracterizada del uPA se encuentra a unas - 2 Kb  del 
origen de transcripción (110, 111). Esta región está compuesta de un sitio Ets/AP1A, un 
sitio AP1B hacia 5´ del promotor y un conector cooperativo (COM) de 74 pb entre ambas 
regiones. Se ha demostrado que los factores de transcripción que se unen al sito Ets/AP1 
son activados por miembros de las MAP quinasas (112-114). Puesto que estas quinasas 
son activadas por varias señales extracelulares como factores de crecimiento, citoquinas, 
estrés osmótico y radiación ultravioleta (115). Ello sugiere que el promotor del  uPA es 
muy sensible a una gran variedad de señales. 
 
 En la región no traducida (3´UTR) del gen del uPA, (también en el del uPAR, PAI-
1, y PAI-2), se encuentran unas zonas ricas en AU (ARE) (116, 117), las cuales juegan un 
importante papel en la estabilidad de sus mRNA. Se ha descrito un aumento en la 
estabilidad del mRNA del uPA en células metastáticas del cáncer de mama (con una vida 
media de 17 h), debido sobre todo a  una disminución de la degradación de uPA mRNA 




 El estudio de ratones transgénicos deficientes en uPA (119, 120) ha permitido 
conocer algunos aspectos del papel in vivo del uPA. Al igual que ocurre  en el caso del 
tPA, una deficiencia de uPA no parece alterar el desarrollo embrionario ni la fertilidad, 
aunque la deficiencia combinada de ambos activadores del plasminógeno si que 
dificulta el proceso de ovulación. Además, ratones  transgénicos deficientes en uPA 
(107) tienen mayor susceptibilidad a la trombosis, reducida vascularización, reducción 
de la activación de las plaquetas y reducción de la invasión tumoral. 
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 También se ha descrito que la unión del uPA a su receptor (uPAR), no sólo 
activa al plasminógeno, sino que además desencadena una cascada de señales celulares 
que regulan los procesos de migración celular en condiciones fisiológicas y patológicas, 
como es el caso de la angiogénesis, la implantación embrionaria, la reacción 
inflamatoria, la cicatrización cutánea y la implantación de metástasis tumorales (120-
122). Además, el uPAR es capaz de unirse a la vitronectina y a integrinas 
condicionando una selectividad de sustrato y una eficiente migración celular (123). Por 
otra parte, la sobreexpresión de uPAR incrementa considerablemente la capacidad 
invasiva de las células tumorales, como se ha evidenciado para el cáncer de mama (124, 
125). El uPA unida a uPAR es susceptible de inhibición por los PAIs, aunque a una 
velocidad más lenta, lo que podría jugar un papel importante en el control de la 
activación del plasminógeno a nivel tisular y la proteolisis de la matriz extracelular.  Se 
ha indicado que el uPAR puede incrementar la disponibilidad local de uPA debido a 
este enlentecimiento de la inhibición por PAI-1 y la disminución de su aclaración 





Figura 1.7. Modelo de unión del uPA a su receptor (uPAR). El receptor del uPA, uPAR, está 
anclado a la superficie de las células. La unión del uPA limita la actividad proteolítica en la superficie 
celular. Los componentes de la matriz extracelular son degradados por la plasmina, facilitando la 
migración celular y la angiogénesis. La vitronectina interacciona con el uPAR desencadenando una 
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1.3.3. INHIBIDORES FIBRINOLÍTICOS 
 
 Se han descrito diversas proteínas con actividad inhibitoria de la activación del 
plasminógeno, a las que se les ha denominado inhibidores de los activadores del 
plasminógeno o PAIs. Estos son el PAI-1 o endotelial (128); el PAI-2 o placentario (129) y 
el PAI-3, idéntico al inhibidor de la proteína C (130, 131), los tres pertenecen a la familia 
de las serpinas (Serin proteinase inhibitor). El PAI-1 inhibe rápida y eficientemente tanto 
al uPA como al tPA, hasta tal punto que la mayoría del tPA del plasma se encuentra 
formando complejos con el PAI-1. El PAI-2, por su parte, inhibe básicamente al uPA. De 
hecho, no se han detectado complejos tPA/PAI-2 en plasma, ni aún siquiera durante la 
gestación, cuando la concentración de PAI-2 supera a la de PAI-1. El PAI-3 es capaz de 
inhibir tanto al tPA como al uPA (61, 132, 133).  
 
 La mayoría de estos inhibidores fibrinolíticos pertenecen a la familia de las serpinas. 
Las serpinas son proteínas de una alta homología derivadas de un gen ancestral común de 
hace 500 millones de años (134). Las serpinas mejor estudiadas son aquéllas que se 
encuentran en el plasma humano, donde actúan como inhibidores de las serín-proteasas, las 
cuales son importantes en los procesos de coagulación, fibrinolisis, inmunidad e 
inflamación. Las serpinas suelen forman complejos con una estequiometría 1:1 con sus 
proteasas diana que son estables al calor y a la desnaturalización y tanto la actividad 
inhibidora de la serpina, como la catalítica de la proteasa se pierden por la formación del 
complejo. Estos complejos expresan nuevos epítopos que participan en el reconocimiento 
y en la degradación y son quimioatrayentes para los neutrófilos y los monocitos (135). 
 
1.3.3.1. Inhibidor del activador del plasminógeno tipo 1 (PAI-1) 
 
1.3.3.1.1. Estructura y biología 
 
 La estructura del PAI-1 humano ha sido ampliamente estudiada (Figura 1.8). Es el 
principal inhibidor fisiológico de los activadores tPA (mono- y bicatenario) y uPA (tc-uPA 
pero no sc-uPA) y juega un papel importante en la regulación de la fibrinolisis. Se trata de 
una glicoproteína de cadena única de peso molecular 50.000 que es sintetizada y secretada 
por una gran variedad de tipos celulares en cultivo (136), incluyendo células endoteliales 
(137). La molécula precursora del PAI-1 tiene 402 aminoácidos de longitud, incluyendo 
un péptido señal de 23 aminoácidos. El corte de ese péptido señal da lugar a la forma 
secretada del PAI-1 de 379 aminoácidos, el cual posee tres sitios potenciales de 
glicosilación. La forma madura es rica en metionina y pobre en cisteína, tal y como indican 
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sus propiedades bioquímicas. También se ha descrito una forma inactiva, aunque intacta, 
del PAI-1 que puede reactivarse con agentes desnaturalizantes y subsiguiente 
renaturalización y que se le denomina PAI-1 latente (138). Estudios de homología 
demuestran que el PAI-1 forma parte de la superfamilia de los inhibidores de las serín-
proteasas o serpinas. 
 
 El PAI-1 es sintetizado por las células endoteliales y hepatocitos; está presente en 
los gránulos α de las plaquetas (90%) y en el plasma (10%), donde circula en forma activa 
ligado a una proteína estabilizadora (vitronectina), siendo su vida media de 10 minutos. 
Las plaquetas constituyen la principal reserva de PAI-1, donde se almacenan a nivel de los 
gránulos α conteniendo de 4000 a 8000 moléculas por célula (100-200 ng/mL sangre) 
(139) y se libera por la acción del colágeno y ADP; mientras que una parte menor está 
presente en el plasma (alrededor de 10 ng/mL). El PAI-1 plasmático tiene su origen 
básicamente en las células endoteliales vasculares y en el hígado. El amplio rango de 
variación en los niveles normales de PAI-1 plasmático (0,5-40 U/mL) puede deberse a la 
liberación por parte de las plaquetas de parte del PAI-1 contenido en ellas durante el 
proceso de extracción. El PAI-1 es una proteína relativamente termoestable cuando se 
encuentra depositada sobre la matriz subendotelial (140), debido a su unión con una 
glicoproteína, la vitronectina. 
  
 El PAI-1 es capaz también de inhibir a la trombina en presencia de heparina de alto 
peso molecular (141). Parece que la significación de la inhibición de la trombina por parte 
del PAI-1, en presencia de heparina de alto peso molecular y de vitronectina, debe ser 
importante para la regulación de procesos proteolíticos extravasculares. Se ha demostrado 
que el PAI-1 es capaz de unirse a la fibrina polimerizada de un modo específico, reversible 
y saturable (142-144). Esto implica que todos los componentes básicos del sistema 









Figura 1.8. Modelo estructural de la conformación de la molécula de PAI-1 en estado latente. 
Las flechas representan las regiones en hoja β  y las espirales las regiones en α-hélice (145). 
 
  
 Por otro lado, se ha observado que la internalización del uPA mediada por su 
receptor es dependiente de PAI-1. Existe un modelo propuesto para explicar este 
proceso según el cual la sc-uPA se uniría a su receptor y sería convertida en tc-uPA, la 
cual activaría al plasminógeno unido en superficie a plasmina. La presencia de PAI-1 
bloquearía a la tc-uPA, frenando la producción de plasmina, mientras que el complejo 
uPA/PAI-1 sería internalizado y degradado (146). La generación controlada de plasmina 
unida a superficie puede modular la capacidad de las células para migrar e invadir 
tejidos, modulando las interacciones entre las células, la membrana basal y la matriz 
extracelular (147). De este modo el PAI-1 controla la actividad proteolítica en la 




 El gen del PAI-1 se expande a lo largo de 12 kb (148) y está fragmentado en 9 
exones. Un análisis de su secuencia revela la presencia de varios puntos potenciales de 
poliadenilación que se adaptan a la secuencia consenso AATAAA. El análisis del mRNA 
del PAI-1 mediante Northern blot revela la existencia de dos transcritos de 3.2 y 2.3 kb de 
longitud aproximadamente (149-151). Ambos RNAs codifican un PAI-1 idéntico 
descartándose la posibilidad de un splicing alternativo. El gen se localiza en el cromosoma 
7 en posición q21.3-q22 (151). 
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 La expresión del PAI-1 ha sido observada en varios tipos celulares y tejidos y se han  
identificado numerosos factores  que juegan un importante papel en la regulación de su 
síntesis. Muchos factores de crecimiento como el de transformación tipo β (TGF-β), el 
vascular (VEGF) y el de fibroblastos (bFGF), así como citoquinas inflamatorias (IL-1, 
TNF-α), hormonas (corticosteroides, insulina) y la proteína supresora de tumores p53, 
inducen las síntesis de PAI-1, aunque no se conoce con precisión los mecanismos por los 
cuales estos factores actúan (152-157). También se han descrito diversos factores que están 
implicados en la estabilidad del mRNA del PAI-1, como son el TGF-β (158), la insulina 
(159), la hipoxia (160) y el AMPc (161). 
   
 La región flanqueante del gen del PAI-1 humano en dirección 5' ha sido 
extensamente caracterizada (148, 162, 163). En esta región se localiza la caja TATA, y  
toda una serie de secuencias con homologías con elementos reguladores conocidos, como 
las secuencias AP-1 (activating protein 1). Esas secuencias son reconocidas por un 
complejo formado por los factores transcripcionales jun y fos (113), y han sido implicadas 
en la inducción de la transcripción génica por ésteres de forbol (164, 165). Estos mismos 




 El PAI-1 se ha  considerado como el principal regulador de la fibrinolisis in vivo. Se 
han observado con frecuencia niveles anormalmente elevados de PAI-1 en condiciones en 
las que el riesgo trombótico está aumentado, como la gestación (168-172) y en ciertas 
complicaciones obstétricas como la preeclampsia (169, 173-175). También se detecta un 
aumento de sus niveles en el plasma de pacientes con trombosis venosa profunda (176, 
177) y en pacientes con infarto de miocardio (178-181). 
 
 Por último, hay que citar la implicación del PAI-1 en los procesos tumorales. En este 
sentido, es importante resaltar el papel que se le concede al uPA y a su receptor uPAR en 
los procesos de migración y degradación proteolítica de la matriz extracelular durante el 
desarrollo de las metástasis. A pesar de no conocerse en detalle el significado de este 
hecho, los niveles de PAI-1 y uPA son considerados importantes parámetros pronósticos y 
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1.3.3.2. Inhibidor del activador del plasminógeno de tipo 2 (PAI-2) 
 
1.3.3.2.1. Estructura y biología 
 
 El PAI-2 fue descubierto en la placenta humana a finales de los años 60 (184) al 
purificar una fracción proteica, la cual poseía la capacidad de inhibir al uPA. 
Posteriormente se detectó su presencia en monocitos, macrófagos (185) y en la línea 
celular monocitoide U-937, estableciéndose en parte su secuencia aminoácida (186). La 
homología de secuencia con muchas otras serpinas reveló que este inhibidor del activador 
del plasminógeno pertenecía a esta superfamilia. Para distinguirlo del inmunológicamente 
diferente PAI producido por la célula endotelial (PAI-1), el Comité Científico y de 
Estandarización de la ISTH le atribuyó a este PAI placental la designación de PAI-2. 
 
 El PAI-2  es una proteína monocatenaria de 415 aminoácidos (Figura 1.9) y que 
aparece bajo dos formas principales, una intracelular no glicosilada de 46 kDa y otra 
secretada de 70 kD, la cual está glicosilada. Este hecho plantea una serie de incógnitas, ya 
que no existe en el PAI-2 ninguna señal de corte y secreción que regule este proceso (187, 
188). De hecho, cuando se sitúa la secuencia codificante del PAI-2 en pauta de lectura con 
la secuencia de secreción del PAI-1, el PAI-2 se secreta al medio extracelular en su 
práctica totalidad. Por contra, en el proceso fisiológico normal, la mayoría del PAI-2 queda 















Figura 1.9. Modelo estructural de la conformación de la molécula de PAI-2 en su estado 
latente. Las flechas representan las regiones en hoja β  y las espirales las regiones en α- hélice (129). 
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 La regulación génica de la expresión del PAI-2 está controlada por más de diez 
elementos de respuesta situados en la región promotora del PAI-2 y probablemente por 
algunos más todavía sin identificar. La respuesta mejor caracterizada es la de células en 
cultivo HT 1080 frente a TNF y dexametasona.  
 
 Se han detectado secuencias responsables de una hipotética regulación por la 
presencia de ácido retinoico (189, 190), AMPc (191) y xenobióticos (192), aunque sólo se 
ha demostrado claramente la actividad del primero. La actividad de los otros dos elementos 




 El PAI-2 pertenece a la superfamilia de las serpinas, siendo capaz de inhibir con 
mayor o menor eficiencia al tPA y al uPA al igual que hace el PAI-1. Sin embargo, no se 
han detectado complejos tPA/PAI-2 en plasma, ni aún siquiera durante la gestación, 
cuando la concentración de PAI-2 supera a la de PAI-1. Por ello,  la función fisiológica del 
PAI-2 sigue siendo tema de controversia. 
 
 El PAI-2 sólo se sintetiza en monocitos y macrófagos de un lado, y en tejido 
placentario por otro, de tal modo que, bajo condiciones fisiológicas normales, resulta 
indetectable su presencia en plasma en mujeres no gestantes. Esto hace pensar que en 
principio su participación en la hemostasia debe circunscribirse a procesos muy concretos, 
como puede ser el caso de la gestación. Además, el PAI-1 es mucho más eficiente que el 
PAI-2  frente a todos sus sustratos. 
 
 La concentración de PAI-2 en el plasma de la mujer gestante es muy superior al de 
todos los otros parámetros y se correlaciona directa y significativamente con las semanas 
de gestación, lo cual parece lógico, ya que  la placenta es la principal fuente de producción 
de PAI-2 (177, 193). En principio puede pensarse que el papel que desempeña la forma 
glicosilada del PAI-2 liberada al medio es la de contribuir,  junto con el PAI-1, a mantener 
el estado hipofibrinolítico propio del embarazo.  
 
 Nuestro grupo de trabajo ha indicado, que en dicha forma intracelular de PAI-2 en 
la placenta podría proteger a la misma de la apoptosis durante la gestación normal y que en 
los casos de retardo de crecimiento intrauterino, en donde el PAI-2 está disminuido, se 
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reduciría el papel citoprotector y contribuir a la reducción del trasporte de nutrientes 
asociado con el retardo de crecimiento intrauterino (194). Así pues, el PAI-2 estaría 
relacionado con la protección intracelular frente a procesos proteolíticos enzimáticos 
relacionados con la muerte celular programada o apoptosis, de tal modo que la presencia 
de formas procesadas del PAI-2 serían marcadores de apoptosis. 
 
1.3.3.3.  Inhibidor del activador del plasminógeno tipo 3 (PAI-3) 
 
1.3.3.3.1. Estructura y biología 
 
 El PAI-3 es idéntico al inhibidor de la proteína C y se identificó por primera vez 
en plasma como un inhibidor de la proteína C activada (APC, activated protein C) (195) 
y posteriormente en orina  por Stump y col., donde fue descrito como un nuevo 
inhibidor del uPA. Varios autores mostraron que el PAI-3 de la orina  y el PCI del 
plasma eran funcional e inmunológica idénticos (Figura 1.10) (57, 196). El PAI-3 ha 
sido caracterizado por varios grupos, pertenece al grupo de las serpinas y tiene 
homología estructural con la α1-antiquimiotripsina, α1-antitripsina, antitrombina III, 
ovalbumina y angiotesinógeno (197). Su peso molecular es de 57.000 y su forma nativa 
está formada por un péptido señal de 19 aminoácidos y 387 aminoácidos que 
constituyen la proteína madura. Su centro catalítico está localizado en el enlace Arg354-
Ser355 y la molécula madura posee tres secuencias del tipo Asn-X-Ser (o Thr) y dos del 
tipo Thr (o Ser)-X-X-Pro, las cuales son posibles sitios de unión de carbohidratos. Estos 
carbohidratos constituyen un 23% (13,2 kDa) de su peso y desempeñan un importante 
papel en la reactividad y especificidad del PAI-3 (198). 
  
 Mediante análisis con Northern blot se ha visto que el mRNA del PAI-3 se expresa 
en varios tejidos humanos como hígado, riñón, bazo, páncreas, músculo esquelético, 
corazón y órganos reproductivos como testículos, próstata, vesícula seminal y ovarios 
(198). El PAI-3  antigénico se ha detectado, además de en plasma y en saliva, en muchos 
otros fluidos humanos  como la saliva, el líquido espino-cerebral, leche materna, líquido 
amniótico, lágrimas y semen (61, 133, 199). Además de a la APC, el PAI-3 inhibe a un 
gran número de serín-proteasas implicadas en la coagulación y la fibrinolisis como son: la 
trombina (200), el factor Xa (200), el factor XIa (131, 201), la calicreína (131, 201), el 
uPA (61, 131, 202), el tPA (61, 131), la tripsina y la quimiotripsina (203). Sin embargo, el 
PAI-3 es incapaz de inhibir al factor XIIa y a la plasmina (203). También es capaz de 
inhibir serín-proteasas implicadas en la reproducción humana como la acrosina presente en 
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el esperma (204) y el antígeno específico de próstata (PSA) (133). Con todos ellos forma 
complejos de estequiometría 1:1 que son estables al SDS. Además las reacciones de 
inhibición son estimuladas de 10-5000 veces en presencia de heparina y de 
glicoaminoglicanos (57, 131, 200, 203). 
 
 La concentración en plasmática de PAI-3 es de ≈ 5 µg/mL. Esta concentración es 
varios ordenes de magnitud mayor que la del PAI-1 y la del PAI-2 (168). Lo cual sugiere 
que el PAI-3 puede ser un importante inhibidor fibrinolítico en determinadas 
circunstancias. A pesar de esto, en sistemas purificados el PAI-3 inhibe al uPA con una 




    
 
Figura 1.10.  Estructura secundaria de la molécula del PAI- 3. Las flechas representan las 





 El gen humano del PAI-3 se encuentra en la posición 14q32.1 (207) y está formado 
por cinco exones y cuatro intrones, al igual que la α1-antiquimiotripsina, la α1-
antitripsina y la  antitrombina III (208, 209). La región 5´ flanqueante no contiene 
secuencias TATAA ni CCAAT; sin embargo, más hacia arriba del inicio de la 
transcripción se encuentra un sitio de unión al SP1 (desde -302 a –294) y un sitio de 
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unión a AP-2 (desde –350 a –342) que funcionan como promotor e intensificador del 
gen, respectivamente. Además, se ha sugerido que la región que incluye un sitio de 
unión AA (desde –452 a –414) y la región que corresponde al elemento de respuesta al 
interferon-γ (-176 al –147) son las responsables de que el PAI-3 no se exprese en las 




 El PAI-3 parece jugar un papel importante en la regulación de la fertilización 
(199), mediante la inhibición del PSA (133) y de la acrosina (204) en el sistema 
reproductivo masculino. Además de la implicación del PAI-3 en la coagulación y en la 
fibrinolisis, se ha sugerido que el PAI-3 podría regular los procesos de cicatrización 
mediante la inhibición del activador del  crecimiento del hepatocito (HGF) (198) y de la 
metástasis del tumor renal por inhibición del uPA (211).  
 
 Estudios in vivo han encontrado complejos de PAI-3 con uPA y tPA en orina y 
semen (61), y durante la terapéutica trombolítica con uPA (202) y tPA (212) en pacientes 
con infarto de miocardio. Se ha observado que los niveles de PAI-3 disminuyen en la 
enfermedad hepática, coagulación intravascular diseminada, así como en pacientes 
sometidos a anticoagulación con heparina (213). A pesar de que la concentración 
plasmática de PAI-3 es considerablemente mayor que la de otros PAIs, su actividad 
inhibitoria sobre el sistema fibrinolítico en plasma es inferior. Sin embargo, la posible 
implicación de este inhibidor en el remodelado de la matriz extracelular o en los procesos 
de invasión tisular  ha sido poco estudiada. 
 
 
1.3.4. FISIOPATOLOGÍA DEL SISTEMA FIBRINOLÍTICO 
 
  El sistema fibrinolítico está implicado en numerosos procesos tanto fisiológicos 
como patológicos, que incluye la ovulación, la embriogénesis, la migración celular, la lisis 
del coágulo, la angiogénesis, la cicatrización y la progresión tumoral (55, 77, 214). Los 
procesos patológicos más estudiados, en los cuales está implicado el sistema fibrinolítico, 
son las enfermedades cardiovasculares y la invasión y la metástasis tumoral (107, 215). 
Estudios con ratones deficientes en algunos de los componentes del sistema fibrinolítico 
han confirmado su implicación no sólo en enfermedades cardiovasculares, sino en 
alteraciones en la reproducción, en el desarrollo embrionario, en la cicatrización, en le 
infección, en la función cerebral y en el cáncer (216-218). 
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1.3.4.1. Sistema fibrinolítico y cáncer 
 
 En un principio se pensó que el uPA promovía la diseminación del cáncer 
únicamente a través de la degradación de la MEC, permitiendo así la invasión y la 
metástasis. Aunque una degradación controlada es necesaria para la migración de las 
células malignas, actualmente está claro que el uPA tiene actividades adicionales que le 
permiten jugar un papel clave en la progresión del tumor (219). Estas otras funciones 
incluyen su habilidad para estimular la angiogénesis, la mitogénesis, y la migración celular 
y para modular la adhesión celular (121). Diversos estudios han mostrado que la habilidad 
de las células tumorales  para invadir y metastatizar puede ser reducida mediante 
inhibidores del uPA, anticuerpos anti-uPA, la expresión de  secuencias antisense de uPA y 
uPAR, antagonistas del uPAR, o incrementada mediante la sobreexpresión de uPA (220-
224). 
 
 En cuanto a la implicación del los inhibidores fibrinolíticos en el cáncer, cabría 
esperar, puesto que son capaces de inhibir al uPA, que impidieran la invasión y la 
metástasis. De acuerdo con lo anterior, se ha descrito que la sobreexpresión de PAI-1 
reduce la formación de metástasis (225, 226). Sin embargo, otros estudios han indicado 
que el PAI-1 promueve, más que inhibe, la invasión y la metástasis. Por ejemplo, la        
co-expresión de uPA y PAI-1 es necesaria para la óptima invasión de las células de 
carcinoma de pulmón (227). En otros estudios, la deficiencia de PAI-1 en ratones 
disminuyó la angiogénesis y ratones deficientes de PAI-1 presentaron una disminución en 
la angiogénesis e impidió la invasión celular (228). Los posibles mecanismos por los 
cuales el PAI-1 puede contribuir a la diseminación del cáncer son impidiendo el exceso de 
la degradación de la MEC, modulando la adhesión celular (229), jugando un papel en la 
angiogénesis (228) y estimulando la proliferación celular (230). 
 
 En relación al PAI-2, se ha descrito que fundamentalmente inhibe la invasión. Así, la 
transfección de células HT-1080 con cDNA de PAI-2 inhibió su penetración en una capa 
de células del músculo liso (222). El PAI-2 también inhibió la invasión mediada por uPA y 
uPAR de células cancerosas en membranas amnióticas humanas (231). Por otro lado, el 
PAI-2 es capaz de prevenir la metástasis pulmonar en cáncer de mama de rata (232) y, 
además, la transfección de células con cDNA de PAI-2 en células humanas de melanoma 
redujo la metástasis (233).  
 
 Existen muy pocos estudios acerca del papel del PAI-3 en el cáncer. Debido a la 
capacidad que tiene el PAI-3 de inhibir el uPA y el PSA (prostate-specific antigen)  en la 
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próstata (133), se ha especulado que podría impedir la activación de la plasmina y la 
iniciación de la metástasis en dicho tejido (234). Sin embargo, estudios de 
inmunohistoquimia y de Northern blot no revelaron cambios dramáticos en los niveles 
antigénicos ni de mRNA entre pacientes con cáncer de próstata y con hiperplasia benigna  
(234). Por otro lado, los niveles de PAI-3 antigénico en tejido de carcinoma renal (RCC, 
renal cell carcinoma) fueron significativamente menores que en el tejido de riñón normal. 
Sorprendentemente, el mRNA del PAI-3 no fue detectado en tejido tumoral pero sí en 
riñón normal (211). Por otro lado, estudios in vitro mostraron que células de carcinoma 
renal  transfectadas con PAI-3 poseían menor capacidad invasiva que las no transfectadas, 
sugiriendo que una disminución de la expresión del PAI-3 podría potenciar la invasividad 
y la metástasis de las células carcinoma renal a través de la inhibición de uPA (198). Sin 
embargo, recientes estudios in vitro han indicado que tanto la expresión del PAI-1 como la 
del PAI-3 en las células humanas de carcinoma mamario MDA-MB-435 aumentan la 
adhesión y la migración (235). Así pues, el significado biológico de la expresión del PAI-3 
en la biología del proceso tumoral es todavía desconocido. 
 
1.3.4.1.1. Sistema fibrinolítico y cáncer de mama 
 
 En la búsqueda de nuevos factores pronósticos basados en la biología del tumor, 
el sistema fibrinolítico ha emergido como un firme candidato en muchos cánceres, 
incluido el cáncer de mama. 
 
 Se ha descrito que los niveles de uPA antigénico están aumentados en pacientes 
con cáncer de mama con respecto a controles (236, 237). En cuanto a los niveles de 
mRNA de uPA en cáncer de mama, se ha observado también una mayor expresión en 
tejido de paciente de mama que en controles, usando la técnica de dot blot (238). Todo 
ello sugiere que los niveles elevados de uPA en cáncer son debidos a un incremento en 
su transcripción. Sin embargo, también se ha sugerido que mecanismos 
postranscripcionales (como la estabilidad del mRNA) podrían estar implicados en los 
niveles elevados de uPA antigénico observados en tumores malignos (239).  
 
 Por otro lado, los estudios de los niveles uPA antigénico en tejido de cáncer de 
mama se han centrado fundamentalmente en la fracción citosólica. Así por ejemplo, se 
ha descrito que no existe una asociación entre los niveles de uPA antigénico en la 
fracción citosólica del tejido y algunas características del tumor mamario como la 
afectación ganglionar, el tamaño o los estadios del tumor, la edad o  la menopausia 
(240). Sin embargo, la ampliación de estudios a un mayor número de pacientes mostró 
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que el uPA antigénico aumentaba con el tamaño del tumor y, aunque algunos no 
encontraron diferencias significativas con la afectación ganglionar (241), otros autores 
han descrito que la actividad del uPA se correlaciona tanto con el tamaño del tumor 
como con el número de nódulos afectados (242). En ambos trabajos se encontró unos 
niveles de uPA significativamente menores en pacientes con receptores de 
progestágenos y estrógenos positivos que en aquellas con dichos receptores negativos. 
 
 Duffy y col. (242) fueron los primeros en describir la correlación significativa 
existente entre elevados niveles de actividad de uPA y la progresión del tumor en cáncer 
de mama.  Posteriormente, otros autores (243-246) han mostrado que el uPA antigénico 
era un factor pronóstico estadísticamente significativo e incluso más fuerte que los 
factores pronósticos tradicionales. El uPA también ha sido descrito como un factor 
pronóstico dentro de diferentes subgrupos de pacientes con cáncer de mama. En 
particular, se ha descrito que el uPA es un marcador de mal pronóstico de la enfermedad 
en pacientes sin afectación ganglionar (240). 
 
 En cuanto al tPA no se han encontrado diferencias en sus niveles antigénicos en 
los tejidos de pacientes con y sin cáncer de mama (237). Los niveles de tPA antigénico 
en tejido de pacientes con cáncer de mama no presentaron diferencias en  presencia o 
ausencia de afectación ganglionar. Sin embargo, sus niveles si se correlacionaron 
positivamente con el tamaño del tumor. Además, los niveles de tPA antigénico en 
pacientes con receptores de estrógenos o progesterona positivos fueron mucho mayores 
que en las pacientes con receptores negativos (247). Niveles elevados de actividad de 
tPA en tejido tienen mejor pronóstico que las pacientes que presentan niveles reducidos 
(248, 249).  
 
 El uPAR también se ha detectado en mayor cantidad en tejido de cáncer de 
mama que en tejido normal (236). Algunos autores encuentran que los niveles de uPAR 
aumentan con el tamaño del tumor y con la presencia de nódulos afectados. Además, los 
niveles de uPAR  son significativamente menores en presencia de receptores 
estrogénicos o de progesterona (241). Otros autores describen que sus niveles están más 
aumentados en los estadios I-II que en los estadios III-IV, sugiriendo que el uPAR se 
encuentra principalmente asociado con la invasión inicial del tumor y que otros factores 
podrían estar implicados en la progresión del tumor en los últimos estadios (250). 
Niveles elevados de uPAR en cáncer de mama primario también indican un mal 
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 Los niveles de PAI-1 antigénicos en tejidos de pacientes con cáncer de mama han 
sido detectados en mayor cantidad que en tejido de controles (236, 251). Diversos 
estudios han descrito que los niveles PAI-1 antigénico se encuentran aumentados en 
presencia de afectación ganglionar (241, 251, 252) y aumentan con el tamaño del tumor 
(241), aunque otros autores no encuentran dicha asociación (253). En cuanto a los 
niveles de mRNA, se ha observado una correlación significativa con los niveles 
antigénicos de la fracción citosólica, pero no con el tamaño del tumor ni con la 
presencia de nódulos afectados (253). Por otro lado, algunos autores no han encontrado 
diferencias significativas, en los niveles plasmáticos de PAI-1, entre pacientes y 
controles (254), mientras que otros observaron un aumento en pacientes comparado con 
controles (255). 
 
En 1991 Jänicke y colaboradores encontraron una asociación significativa entre  
que niveles elevados de PAI-1 y un mal pronóstico en pacientes con cáncer de mama. 
Al igual que en el caso del uPA, estos resultados fueron posteriormente confirmados por 
otros autores (121, 243, 245, 246).  
 
Se ha descrito que los niveles de PAI-2  están más elevados en tejido cancerosos 
de mujeres con cáncer de mama que en tejidos normales de controles (251). Además, 
los niveles antigénicos de PAI-2 se correlacionan significativamente  con los de uPA y 
PAI-1 (241, 256). Sin embargo, sus niveles fueron significativamente menores en 
pacientes con afectación ganglionar (257) y además se correlacionaron 
significativamente con el tamaño del tumor (241). En cuanto a su papel pronóstico, se 
ha descrito que, al contrario de lo que ocurría con el PAI-1, niveles elevados del PAI-2 
indican un buen pronóstico (256, 257). 
 
En cuanto al PAI-3, se ha sugerido que puede jugar un papel importante en la 
carcinogénesis de tejidos regulados hormonalmente (235). Sin embargo, estudios de 
inmunohistoquimia no revelaron cambios en los niveles de PAI-3 en tejidos de cáncer 
de próstata (234). Por otro lado, el mRNA de PAI-3  ha sido localizado en tejido normal 
de riñón y se ha sugerido que el PAI-3 podría proteger a este tejido bloqueando  la 
actividad proteolítica de uPA (258). Por otro lado, no se detectó mRNA de PAI-3 en 
células de carcinoma renal (198). A pesar de todo ello, el significado biológico del PAI-
3 en la biología de los procesos tumorales no se conoce. Puesto que el PAI-3 ha sido 
encontrado en muchos tejidos de respuesta hormonal y puesto que es un inhibidor del 
uPA, es posible que el PAI-3 esté presente en tejido maligno de mama. Recientemente, 
estudios in vitro mostraron que la expresión de  PAI-1 y PAI-3 en las células de cáncer 
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de mama humano MDA-MB-435 aumenta la adhesión celular y la migración (235). Sin 
embargo, y según nuestro conocimiento, no existen estudios previos  en relación a la 
expresión, el pronóstico y la localización de PAI-3 en tejido humano de cáncer de 
mama. 
 
A pesar del importante papel de los componentes del sistema fibrinolítico en 
cáncer de mama, descrito anteriormente, la precisa localización proteica y de mRNA de 
estos componentes no está totalmente definida. Así por ejemplo, algunos autores han 
descrito que la proteína uPA se encuentra fundamentalmente en las células del estroma 
aunque también en las células cancerosas del cáncer de mama (236, 259, 260). Otros 
autores localizaron al uPA exclusivamente o principalmente en las células cancerosas 
(261, 262) o en las células del estroma (263). En cuanto a la inmunoreactividad del 
uPAR, algunos autores han descrito que se encuentra fundamentalmente en los 
macrófagos (124, 264), aunque otros también la encuentran en las células tumorales y 
en los fibroblastos (236) del cáncer de mama. Se ha demostrado mediante la técnica de 
inmunohistoquimia que el PAI-1 se encuentra presente en el epitelio normal de los 
ductos, en las células endoteliales (265), fibroblastos y macrófagos (260, 266) y otros 
autores también lo han localizado en células cancerosas  (236) del tejido de cáncer de 
mama. El PAI-2 fue localizado tanto en las células tumorales como en el estroma (267). 
 
Por otro lado, en tejido de cáncer de mama, el mRNA del uPA ha sido detectado 
en las células cancerosas y en los fibroblastos que las rodean (260). Sin embargo, otros 
autores indican que la expresión en las células cancerosas es rara y escasa (263). El 
mRNA del uPAR ha sido localizado fundamentalmente en macrófagos (268). Existen 
escasos estudios acerca de la localización del mRNA del PAI-1 en cáncer de mama. Se 
ha descrito que tanto las células cancerosas como los fibroblastos, los macrófagos y las 
células endoteliales, son capaces de expresar PAI-1 (260). Por otro lado, el mRNA del 
PAI-2 está localizado en células cancerosas, fibroblastos, macrófagos y linfocitos(260). 
 
Así pues, todos estos datos indican que en el cáncer de mama tanto el tejido 
tumoral como el tejido normal contribuyen a la expresión de los componentes del 
sistema fibrinolítico. 
 
En cuanto al PAI-3, no existen estudios de localización de expresión en cáncer 
de mama. Sin embargo, sería de gran interés determinar dónde se encuentra este 
inhibidor fibrinolítico, para intentar comprender cual es su papel en el cáncer, en 
general, y en el cáncer de mama, en particular.  
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1.4. SISTEMA DE LAS METALOPROTEASAS  
 
1.4.1. LA MATRIZ EXTRACELULAR 
 
La matriz extracelular (MEC) es una compleja estructura glicoproteica que sirve de 
soporte celular y confiere una ultraestructura tridimensional específica a cada tejido. 
Además de su función arquitectural, la MEC funciona como un medio para el transporte de 
señales celulares que modulan procesos tan diferentes como la angiogénesis, la 
proliferación y migración celular, las respuestas inflamatorias e inmunológicas y los 
procesos de reparación tisular (269, 270). 
 
La MEC contiene diversas proteínas formadoras de fibras intercaladas en el interior 
de un gel hidratado compuesto por una red de glicosaminoglicanos (GAG). Las proteínas 
formadoras de fibras son secretadas fundamentalmente por fibroblastos y pueden dividirse 
en dos grandes grupos funcionales: unas fundamentalmente estructurales (colágeno y 
elastina) y otras fundamentalmente adhesivas (como la fibronectina y la laminina) (271). 
 
El colágeno, del que se han identificado más de 20 tipos diferentes,  es la 
proteína más abundante en la MEC. El colágeno tipo IV, junto con la laminina, son los 
principales componentes de la membrana basal. Esta membrana se encuentra en la 
interfase entre las células epiteliales y la matriz extracelular y juega un importante papel 
en el comportamiento celular (271). 
  
La composición de la matriz extracelular no es estática. Existe un proceso de 
regeneración continua en el que participa un complejo sistema de enzimas con una 
regulación específica. El descubrimiento de citoquinas, factores de crecimiento y de 
potentes proteínas funcionales que se expresan en el seno de la MEC nos hace comprender 
la relevancia de la misma en el proceso de comunicación intercelular. A su vez, la 
regulación paracrina descrita por algunos autores resulta fundamental para la correcta 
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1.4.2. LAS METALOPROTEASAS MATRICIALES 
 
1.4.2.1. Estructura y biología 
 
 La correcta homeostasis de la MEC está regulada por la existencia de un tipo de 
enzimas proteolíticos conocidos como las metaloproteasas matriciales (MMPs). La 
asociación de estas MMPs con sus inhibidores se denomina sistema de las MMPs.  
 
 Las metaloproteasas (MMPs) o matrixinas forman una familia de enzimas zinc- 
calcio dependientes que son capaces de degradar colectivamente la mayoría de las 























Figura 1.11. Estructura de colágeno humano. E
la matriz extracelular.  Las metaloproteasas matriciales (
sobre la triple hélice helicoidal de la fibra de colágeno 
acción de las colagenasas se desnaturalizan rápidamente e
acción de otras MMPs, como las gelatinasas y las estrome
 
 
 La estructura característica de las metalo
(Figura 1.12) (276):  
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2.- Propéptido: es esencial para mantener la proMMP en forma latente. Este dominio 
consiste en 80-90 aminoácidos que contienen un residuo de cisteína. El grupo tiol de 
esta cisteína interacciona con el átomo de zinc del domino catalítico. La proteolisis de 
este propéptido da como resultado el enzima activo. Esta activación pude llevarse a 
cabo por la acción de enzimas poteolíticos, agentes mercuriales y desnaturalizantes o 
por calor (277, 278). 
 
3.- Dominio catalítico: contiene dos iones de zinc y al menos un ión de calcio. Uno de 
los iones zinc está implicado en el proceso catalítico de las MMPs  y se encuentra en el 
centro activo unido a la secuencia altamente conservada (HexGHxxGxxHS/T). El 
segundo ión zinc, también denominado zinc estructural, y el ión calcio están presentes 
en el dominio catalítico a unos 12 A del zinc catalítico, pero se desconoce el papel de 
estos dos iones. Sin embargo, el zinc catalítico es esencial para la actividad proteolítica 
de las MMPs y, al igual que los tres residuos de histidinas presentes en su secuencia de 
unión, se encuentran en todas las metaloproteasas. 
 
4.- Región bisagra (hinge región): es una región rica en prolinas que une el dominio 
catalítico con el dominio tipo hemopexina. 
 
5.- Dominio tipo hemopexina: es el responsable de la especificidad de sustrato de las 
MMPs. Está altamente conservado y muestra una secuencia similar a la proteína 
plasmática hemopexina. Esta región juega un importante papel en las interacciones entre 
las MMPs y sus sustratos y entre las MMPs y sus inhibidores tisulares (TIMPs, Tissue 
Inhibitors of Metalloptroteinases). 
 
 Además de estos dominios básicos de la familia de las metaloproteasas, algunas 
de ellas presentan inserciones y/o delecciones de algunos dominios (Figura 1.12). Así 
por ejemplo, el dominio catalítico de las gelatinasas contiene tres repeticiones del 
dominio de la fibronectina tipo II, las cuales están implicadas en al unión de estos 
enzimas a la gelatina. Aunque la mayoría de las MMPs son secretadas como proteínas 
solubles, las  MMPs Tipo Membrana (MT-MMPs, membrane-type MMPs), además de 
una región extracelular que comprende hasta el dominio tipo hemopexina, contienen un 
dominio transmembrana de 20 aminoácidos hidrofóbicos en la porción carboxi-terminal  
del dominio tipo hemopexina, que las une a la membrana plasmática, seguido de 24 
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Figura 1.12. Estructura de las metaloproteasas humanas. Las MMPs contienen un péptido 
señal, un dominio propeptídico que debe eliminarse para su activación, un dominio catalítico que 
contiene el sitio de unión al zinc, y un dominio hemopexina-like. Las MT-MMPs contiene un dominio 











 Dependiendo de la especificidad del sustrato y de su estructura primaria, las 
MMPs se pueden clasificar en varios subgrupos (276, 280)(Tabla 1.3): 
 
1.- Las colagenasas: fueron las primeras MMPs que se describieron (281). Forman 
parte de este grupo la MMP-1 (colagenasa-1), la MMP-8 (colagenasa-2) y la MMP-13 
(colagenasa-3). Estas enzimas son capaces de degradar los distintos tipos de colágeno. 
Su acción sobre el colágeno fibrilar produce una lisis de la molécula helicoidal, lo que 
causa un cambio en su estabilidad (Figura 1. 11). Los productos resultantes de la acción 
de las colagenasas se desnaturalizan rápidamente en gelatina, la cual es a su vez 
susceptible de la acción de otras enzimas, como las estromelisinas y las gelatinasas. 
 
2.- Las estromelisinas: estas enzimas son capaces de degradar un gran número de 
sutratos de la MEC, como proteoglicanos, proteínas distintas al colágeno como la 
laminina y la fibronectina y las regiones no helicoidales del colágeno IV. Dentro de este 
grupo nos encontramos con la MMP-3 (estromelisina-1) (Figura 1.13) como la MMP-
10 (estromelisina-2), las cuales son expresadas por células epiteliales, como los 
queratinocitos y fibroblastos. Pueden ser activadas por plasmina, calicreína, triptasa, 
elastasa y catepsina G. 
 
 La MMP-3 puede degradar un amplio rango de sustratos de la MEC como 
agrecano, elastina, fibronectina, gelatina, laminina, tenascina-C, vitronectina y colágeno 
tipo  II, III, IV, IX, X, XI (282-284). Además, la MMP-3 es capaz de activar otras 
MMPs, como las MMPs 7,8,13,  el factor de necrosis tumoral (TNF-α)  el inhibidor de 
proteasas α1 y la proteína básica de mielina (284) e inactiva la interleuquina-(IL)-1 β 
(285). La MMP-3 es, a su vez, capaz de generar angiostatina a partir del plasminógeno, 
indicando que su expresión en el área peritumoral podría servir para limitar la 
angiogénesis inducida por el tumor (286). 
 
3.- Las gelatinasas: al igual que las estromelisinas, tienen la capacidad de degradar los 
constituyentes principales de las membranas basales, como el colágeno tipo IV, la 
laminina y la fibronectina. En este grupo se encuentran la MMP-2 (gelatinasa A) y la 
MMP-9 (gelatinasa B). Estas MMPs juegan un papel importante en la degradación final 
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4.- Las metaloproteasas de membrana (MT-MMPS): están ancladas a la membrana 
plasmática y son capaces de degradar componentes de la matriza extracelular. Otros 
miembros de este grupo como la MMP-14 (MT1-MMP) y la MMP-16 (MT3-MMP) 
activan a otras metaloproteasas como la MMP-2 
 
 5.- Otras: en este grupo se incluyen un conjunto de MMPs que debido a su estructura o 
especificidad de sustrato no pueden ser incluidas en ninguno de los subgrupos 
anteriores, y su función es desconocida. Este grupo incluye enzimas como la 

















Figura 1.13. Estructura de la MMP-3. Representación tridimensional del dominio catalítico 
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Tabla 1.3. Clasificación de las metaloproteasas matriciales humanas (MMPs). Las diferentes 
MMPs se clasifican en cada subfamilia en función del sustrato sobre el que actúan (Col: colágeno; RASI: 
Rheumatoid Artritis Synovial Inflammation; Eo: eosinófilo; NT: neutrófilo; M: macrófago) (288). 
 
Subfamilia MMP   no. Otros nombres 
Localización 






















13 Colagenasa-3  I,II,III,IV Agrecano;gelatina 





gelatina;laminina;MMPs 9,13 Gelatinasas 













vitronectina;MMP s 7,8,13 
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MMP s 1,2,9 
10 Estromelisina-2 Transina-2  II,IV,V 
Agrecano;elastina;fibronectina; 
gelatina;laminina;MMP s 1,8 
11 Estromelisina-3  II,IV,V Agrecano,fibronectina, laminina 
Estromelisinas 
 
12 Metaloelastasa   Elastina;fibronectina;gelatina; laminina 
14 MT1-MMP  I,II,III,IV Agrecano;elastina;fibronectina; gelatina;laminina;MMP s 2,13 
15 MT2-MMP   Fibronectina;gelatina;MMP-2 
16 MT3-MMP   MMP-2 
17 MT4-MMP   Fibrina W9ULZ9 
24 MT5-MMP   MMP-2 
MMPs Tipo-
Membrana 
25 MT6-MMP   MMP-2 
19 RASI-1   Agrecano 
20 Enamelisina   Amelogenina 
23 Estromalisina-4    Otras 











 La expresión de las MMPs está regulada a nivel transcripcional, aunque se ha 
descrito el control de la estabilidad del mRNA de  MMPs por factores de crecimiento y 
citoquinas. La actividad proteolítica está regulada por la activación de sus zimógenos y 
por la específica inhibición de  proteínas como TIMPs, α2-macroglobulina e       
inhibidor de proteasas α1 (276). 
 
1.4.2.2.1. Regulación a nivel transcripcional 
 
 La expresión de la mayoría de las MMPs es regulada a nivel transcripcional por 
diversos factores como citoquinas, factores de crecimiento, oncogenes, hormonas y por 
contacto con la MEC (276). También se ha descrito que la expresión de la MMP-3 es 
incrementada por la luz ultravioleta (289). Los promotores de los genes de estas MMPs 
contienen la secuencia reguladora AP-1 (desde – 65 a –79). El promotor de las MMPs 
contiene además uno o múltiples elementos del tipo PEA3 (polyomavirus enhancer A-
bindig protein 3), a los cuales se unen factores de transcripción de la familia ETS que 
cooperan con los elementos AP-1 para la máxima activación de los promotores de 
diversas MMPs (290). La expresión de ETS-1 ha sido demostrada en fibroblastos del 
estroma adyacente a las células tumorales y en células endoteliales durante la 
vascularización del tumor (291). 
 
La inducción de los factores de transcripción c-Jun y c-Fos, que se unen a la 
secuencia AP-1, está mediada por MAPKs (mitogen-activated protein kinase): El 
equilibrio entre las distintas cascadas de las MAPKs regula el crecimiento celular, la 




 La mayoría de las MMPs son secretadas como precursores latentes (zimógenos), 
los cuales son activados proteolíticamente en el espacio extracelular (288). La 
conformación de la forma latente se mantiene por el plegamiento del propéptido sobre 
el centro catalítico, que permite establecer un enlace covalente entre la cisteína presente 
en el propéptido y el zinc catalítico y actuar como un escudo del centro catalítico (292). 
La activación de los proenzimas se produce de manera secuencial, tal y como se 
muestra en la Figura 1.14. 
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Figura 1.14. Mecanismo proteolítico de activación de las MMPs (288). 
  
 A veces puede ocurrir una activación del precursor cuando el prodominio es 
atrapado por otras proteasas como la plasmina, tripsina, calicreína y algunas MMPs 
(288). O cuando la unión entre la cisteína y el zinc es interrumpida por compuestos no 
proteolíticos que reaccionan con el grupo tiol de la cisteína (como compuestos 
organomercuriales), por agentes desnaturalizantes o por tratamiento con calor (292). 
Esta activación parcial induce cambios conformacionales que aumentan la 
susceptibilidad del enzima a la rotura autocatalítica que da lugar a la pérdida del 
propéptido (293). 
 
 Las MMPs activadas pueden, a su vez, activar otras proMMPs, dando lugar así a 
mecanismos de retroalimentación positiva. Así por ejemplo, la MMP-3 y la MMP-10 
pueden activar a las procolagenasas, generando colagenasas con una actividad 
específica de 5 a 12 veces mayor (42, 294). La MMP-3, además de activar la proMMP-
1, también es capaz de activar a la proMMP-9,. Por lo tanto, la MMP-3 parece jugar un 
papel clave en la activación de la familia de las MMPs (295, 296).  
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1.4.2.2.3. Inhibición de la actividad de las MMPs 
 
 La actividad de las MMPs en el espacio extracelular está controlada rigurosamente 
por un sistema de inhibidores que se divide, según su origen, en inhibidores serológicos e 
inhibidores tisulares (TIMPs) (Tabla 1. 2.) (297, 298). Los inhibidores serológicos son 
inespecíficos puesto que actúan sobre un amplio espectro de proteasas e incluyen las 
macroglobulinas, como la α2-macroglobulina (299) y el inhibidor de proteasas α1.  
 
 
1.4.3. INHIBIDORES TISULARES DE LAS METALOPROTEASAS 
 
1.4.3.1. Estructura y biología 
 Los inhibidores tisulares de las MMPs, los TIMPs, se producen localmente e 
inhiben específicamente las MMPs a nivel tisular. Se han descrito cuatro miembros de la 
familia de los TIMPs: TIMP-1, -2, -3 y -4 (Tabla 1.4). Todos ellos constan de dos 
dominios de pequeño tamaño: el domino N-terminal de 125 aminoácidos y el C-terminal 
de 65 aminoácidos (298). Cada uno de ellos está estabilizado por tres puentes disulfuro 
(300). El domino N-terminal es el responsable de la inhibición de las MMPs activas 
mientras que el dominio C-terminal modula la interacción entre los TIMPs y las 
proMMPs, que conlleva a la inactivación de los zimógenos (301). 
 Los TIMPs inhiben las MMPs con gran afinidad (Ki ≤ 10-9 M) mediante la 
formación de complejos de estequiometría 1:1. Los  TIMPs son inhibidores específicos, así 
por ejemplo, el TIMP-1 se fija preferentemente a las colagenasas y las MMPs-3 y -9 
(Figura 1. 15), mientras que el TIMP-2 tiene una alta afinidad por la MMP-2. Sabemos 
que los  TIMPs-1, -2 y -4 son secretados en forma soluble  y difunden en el medio 
extracelular, mientras que el TIMP-3 está ligado a los constituyentes de la MEC, por lo 
que actuaría impidiendo la fijación de las MMPs a su sustrato (302, 303). Recientemente 
se ha clonado el TIMP-4, el cual posee una especificidad de sustrato similar a la del  
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Tabla 1.4. Clasificación de las inhibidores tisulares de las MMPs (TIMPs). Los TIMPs producen 
una inhibición específica  de las MMPs a nivel tisular (CSC-21 K: cisteina-serina-cisteina 21K; MIG-5:gen 
5  inducible por mitógeno). a Datos de estudio de hibridación in situ e inmunohistoquimia. Adaptado de 
Nagase H, 1997(288) y Salamonsen LA, 1999 (305). 
 
TIMP Otros nombres Localización de la 
proteína a 
MMPs que son 
sustrato 






músculo liso vascular 
MMP-1,2,3,7,8,9, 
10,11,12,13,16 
TIMP-2 Inhibidor de MMPs tipo 2  
CSC-21K 
Epitelio, estroma, 
músculo liso vascular 
MMP-1,2,3,7,8,9, 
10,13,14,15,16,19 
TIMP-3 Inhibidor de MMPs tipo 3  
Proteína MIG-5 
Epitelio, estroma, 
músculo liso vascular 
MMP-1,2,3,7,9,13, 
14,15 













Figura 1.15. Modelo estructural de la molécula de la TIMP-1. Estructura tridimensional de un 









 El gen del TIMP-1 se encuentra en el cromosoma X (Xp11.23), mientras que el 
TIMP-2  y el TIMP-3 se encuentran en le cromosoma 17 y el TIMP-4 en el 3 (307). Todos 
ellos presentan una estructura exón-intrón. Pero el TIMP-1, que se extiende a lo largo de 
4.5 Kb y contiene 6 exones (308), difiere del resto de TIMPs en que su pequeño primer 
exón se transcribe pero no se traduce, de tal manera que el inicio de la transcripción se 
encuentra en el exón 2. 
 
La expresión de TIMP-1  es estimulada por factores de crecimiento, como el   
TGF-β (309), citoquinas y esteres de forbol, mientras que la expresión de TIMP-2  es 
constitutiva (297). La expresión de TIMP-3 se induce en respuesta a una estimulación 
mitógena y durante la progresión normal del ciclo celular y es inhibida por TNF-α en los 
fibroblastos (310). La expresión de TIMP-4 in vivo es muy abundante en el corazón (311) 
y en tejidos que han sido dañados, como una lesión vascular o dérmica (312, 313). 
 
 El promotor del gen humano del TIMP-1 no contiene la caja TATA. Sin embargo, 
posee una secuencia relacionada con ella a –20 pb del sitio de inicio de la transcripción 
(314). Además, contiene diversas secuencias implicadas en la transcripción del gen, como 
los sitios de unión a AP-1, PEA3  y Sp1. La secuencia AP-1 situada en –92/-86 con 
respecto al inicio de transcripción juega un papel esencial para la expresión basal e 
inducida del gen. El elemento PEA3  situado a –78/-73 del inicio de la transcripción juega 
un papel menos relevante en la transcripción basal (314). Sin embargo, se ha descrito que 
las proteínas que se unen al AP-1 en la posición –92/-86 podrían interaccionar con la 
región PEA3 potenciando la transcripción del gen (315). El gen del TIMP-1 también 
contiene regiones represoras de su expresión, una de ellas situada en la posición –1718/-
1458, y es capaz de reprimir la expresión del TIMP-1 hasta en un 50%(316). 
 
 
1.4.4. FISIOPATOLOGÍA DEL SISTEMA DE LAS METALOPROTEASAS 
 
Las MMPs juegan un papel importante en el recambio y la remodelación tisular. La 
regulación de estos procesos y, por lo tanto, de las MMPs, es necesaria para un gran 
número de procesos fisiológicos como son la embriogénesis, la reparación de tejidos 
dañados, el crecimiento óseo, la angiogénesis y la cicatrización (317, 318). Una excesiva o 
inapropiada expresión de MMPs puede contribuir a numerosas patologías como la artritis, 
caries, la esclerosis múltiple, la osteoartritis, enfermedades vasculares, la invasión tumoral 
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y la metástasis (319-325). Su expresión es normalmente indetectable en condiciones 
normales, pero son altamente expresadas durante una serie de procesos biológicos. Así, por 
ejemplo, la expresión de la MMP-3 está asociada, entre otros procesos, a la involución de 
la glándula mamaria (326). Por otro lado, la ratones deficientes de individualizadas MMPs  
no presentan alteraciones en el desarrollo embrionario ni en la fertilidad (324). 
 
 Los TIMPs son proteínas multifuncionales cuya acción no se limita a la inhibición 
de las MMPs, sino que intervienen en la regulación de numerosos factores de crecimiento 
que determinan el desarrollo tisular (297). Además, los TIMPs promueven el desarrollo 
embrionario (327), actúan como factores antiangiogénicos (275), estimulan el crecimiento 
celular (328)  y modulan la apoptosis (329). 
 
1.4.4.1. Sistema de las metaloproteasas y cáncer 
 
 Se piensa que las MMPs promueven la progresión del tumor mediante la 
estimulación de la iniciación de la carcinogénesis, la potenciación de la angiogénesis del 
tumor y a través de la alteración de la arquitectura local del tejido. Este último proceso 
permite el crecimiento, la invasión tumoral y la metástasis (324, 330). 
 
 La implicación de las MMPs en la invasión tumoral está basada 
fundamentalmente en la observación de elevados niveles de expresión de distintas 
MMPs en diversos tumores malignos como el cáncer de mama (324, 331, 332). Por 
ejemplo, la expresión de MMP-2 y MMP-3 está estrechamente relacionada con la 
metástasis en los nódulos linfáticos y la invasión vascular en carcinoma de células 
escamosas del esófago (333). Sin embargo, in vivo existen escasas evidencias de la 
actividad de las distintas metaloproteasas en los tejidos tumorales (276). 
 
 En tumores malignos, la mayoría de las metaloproteasas son producidas por 
células del estroma que rodean a las células tumorales, fundamentalmente fibroblastos, 
y por células de la inflamación en respuesta a factores liberados por los tumores (334). 
Uno de estos factores es el denominado EMMPRIM (extracelular MMP inducer) el 
cual es capaz de estimular la expresión de MMP-1, MMP-2 y MMP-3 por los 
fibroblastos (335). Las MMPs sintetizadas pueden unirse a las células tumorales y a las 
células endoteliales angiogénicas, promoviendo la progresión del tumor. Además, 
muchos factores de transcripción secretados por células inflamatorias, tumorales o del 
estroma son capaces de modular la expresión de las MMPs. Por lo tanto, la invasión por 
parte de las células malignas implica una interrelación entre las células tumorales, del 
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estroma e inflamatorias y es posible que todas estas células expresen distintos, aunque 
superpuestos, patrones de MMPs (276). 
 
 El uso de ratones con deficiencia en alguna MMP ha mostrado evidencias 
directas de que las MMPs están implicadas en el crecimiento y la invasión tumoral. Así 
por ejemplo, ratones deficientes en MMP-7 muestran una disminución del tumor 
intestinal (336) y ratones deficientes en MMP-2 muestran una reducción en el 
crecimiento tumoral y en la reducción de metástasis en carcinomas de pulmón y en 
células de melanoma (337). Además, estudios con inhibidores de las MMPs apoyan el 
papel de las MMPs en la progresión del tumor y la metástasis (276, 332).  
 
 Aunque las MMPs frecuentemente facilitan la progresión del tumor, los 
productos de la acción proteolítica de ciertas MMPs puede inhibir la angiogénesis, 
limitando la progresión del tumor (324). En este sentido se ha descrito que las MMPs-3, 
-7, -9 y -12, generan angiostatina, un inhibidor de la angiogénesis, a partir del 
plasminógeno (286, 338, 339). Así pues, las MMPs pueden beneficiar al anfitrión o al 
tumor dependiendo de la expresión espacial, la capacidad proteolítica y la afinidad de 
unión por la matriz y por las células tumorales (324). 
 
 En cuanto a los TIMPs, se ha observado que su sobreexpresión en ciertas líneas 
celulares humanas y de roedores inhiben el crecimiento tumoral (340-343). La presencia 
de TIMP-1 y TIMP-2 en SCCs se correlacionó con un menor comportamiento invasivo 
(344). La sobreexpresión del TIMP-1 en ratones transgénicos inhibió el crecimiento del 
linfoma de las células T. Sin embargo, la metástasis en el hígado no fue entorpecida por 
niveles elevados de TIMP-1 (344), sugiriendo que no sólo las células tumorales sino 
también las células del estroma son necesarias para la progresión del tumor (332). 
 
 Por otro lado, ha sido difícil de explicar que la deficiencia de TIMP-1 en el 
tumor o en las células del anfitrión potencie el crecimiento del tumor (345). También se 
ha descrito que aparte de suprimir la neovascularización y la proteolisis, los TIMPs 
pueden promover la proliferación celular en algunos estados de la progresión del tumor 
(297). Además, una gran expresión del TIMP-1, 2 y 3 ha sido encontrada en diversos 
tumores malignos, entre ellos el cáncer de mama (346). 
 
 Así pues, estos datos parecen indicar los TIMPs juegan un doble papel en el 
crecimiento tumoral (332), pero se desconoce cual es con exactitud su función en la 
biología del tumor. 
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1.4.4.1.1. Sistema de las metaloproteasas y cáncer de mama 
 
 Es sistema de las metaloproteasas ha sido relacionado con la iniciación, el 
crecimiento y la metástasis en el cáncer de mama. En cuanto al crecimiento y la 
iniciación se ha descrito que algunos c-oncogenes,  implicados en la carcinogénesis de 
la mama, pueden contribuir a la generación del tumor, incrementando la expresión de 
MMPs (280). La sobreexpresión de la MMP-3 en ratones transgénicos dio lugar a una 
mayor malignidad de los tumores de la glándula mamaria (320, 347). 
  
 La inhibición de la MMP-3 en células de cáncer de mama de ratón evitó la 
invasión de una membrana basal artificial (348). Por otro lado, un incremento de la 
forma activa de MMP-2 favoreció la progresión y la invasión del cáncer de mama (349). 
 
 La MMP-1 y MMP-2 son coexpresados con mayor intensidad en el frente de 
avance del cáncer de mama invasivo, sin embargo, el mRNA de la MMP-3 ha sido 
detectado, mediante hibridación in situ, en carcinomas medulares, siendo indetectable 
en el carcinoma ductal o lobulillar invasivo (350). Elevados niveles de la MMP-2 y la 
MMP-11 han sido correlacionados con un peor pronóstico en pacientes con cáncer de 
mama (351, 352). En cuanto a la MMP-3, por un lado promueve la invasión de las 
células de cáncer de mama, pero por otro, su expresión en tejido humano de cáncer de 
mama es escasa, por lo que se desconoce cual es papel que desempeña la MMP-3 en 
esta patología.   
 
 En cuanto al papel de los inhibidores de las metaloproteasas en cáncer de mama, 
se ha descrito que el TIMP-1 y el TIMP-4 inhiben la invasión y el crecimiento de las 
células de cáncer de mama (342, 353). Por otro lado, la expresión génica del TIMP-1 y 
sus niveles proteicos están significativamente más elevados en tejido de cáncer de 
mama que en tejido similar no maligno (346). Elevados niveles de mRNA de TIMP-1 y 
TIMP-2, analizados mediante hibridación in situ, han sido detectados en cáncer de 
mama invasivo (350). Altas concentraciones de TIMP-1 y TIMP-2 antigénico han sido 
asociadas con un pronóstico desfavorable (351, 354, 355). Así pues, ciertos inhibidores 
de las MMPs, como el TIMP-1, parecen desempeñar un papel distinto al esperado. Sin 
embargo, hacen faltan más estudios para determinar cual es la función de estos 
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1.5. INTERACCIÓN ENTRE EL SISTEMA FIBRINOLÍTICO Y DE LAS 
METALOPROTEASAS 
 
 La plasmina  sólo puede degradar directamente algunos componentes de la matriz 
extracelular como son la laminina, vitronectina, fibronectina y proteoglicanos, mientras 
que otros componentes como la elastina y el colágeno son degradados por las MMPs. Por 
lo tanto, las interacciones específicas entre los sistemas fibrinolítico y de las 
metaloproteasas sugieren que ambos sistemas pueden cooperar en la degradación de la 
matriz extracelular (356, 357).  
 
 Además de degradar directamente diversos componentes de la MEC, la plasmina 
es capaz de activar varias proMMPs como la proMMP-1, la proMMP-3, la proMMP-9, la 
proMMP-10 y la proMMP-13 (42, 294, 295, 358, 359). Sin embargo, el papel fisiológico 
de la activación de las MMPs por la plasmina todavía no está claro (356). También se ha 
descrito que la plasmina posee una acción proteolítica sobre los inhibidores tisulares de las 
metaloproteasas (360) (Figura 1.16). Así pues, la plasmina contribuye a la acción 
proteolítica de las MMPs mediante su activación, la facilitación de su acceso al colágeno 
(tras la degradación de  diversas glicoproteínas de la MEC) (214) y mediante la 
degradación de sus inhibidores  (Figura 1.16). Las MMPs activadas pueden, a su vez, 
activar otras proMMPs, dando lugar así a mecanismos de retroalimentación positiva. 
 
 La MMP-3 y la MMP-7 degradan tanto al fibrinógeno como a la fibrina (361). 
Además estas dos MMPs convierten a la sc-uPA en una forma de menor peso molecular 
(362).  La MMP-3 también hidroliza específicamente el uPA produciendo un fragmento 
amino terminal de 17 KDa, que contiene la secuencia de unión al receptor intacta y un 
fragmento carboxiterminal de 32 KDa que contiene el dominio serin-proteasa. Por lo tanto, 
la MMP-3 es capaz de eliminar la parte N-terminal del uPA, a través de la cual se une al 
uPAR, sin alterar sus propiedades enzimáticas (363). 
 
 Todo ello sugiere una doble función de uPA. Por  una parte activa a proMMP-3 a 
través de la generación de plasmina. Por otra parte, una vez proteolizada por la MMP-3, el 
uPA sin el dominio N-terminal no puede unirse a su receptor. Por lo tanto, la interacción 
uPA/MMP-3 puede tener un papel en la regulación de las células con una actividad 
asociada a uPA y puede representar el mecanismo por el cual son controladas las funciones 

























Figura 1.16. Interrelación entre el sistema fibrinolítico y de las metaloproteasas (MMPs). La 
plasmina ejerce su acción proteolítica sobre la matriz extracelular tras su activación por el uPA, de 
forma directa o indirectamente por aumentar los niveles de MMPs, facilitando así su acceso al colágeno 
de la MEC. uPA: Activador del plasminógeno tipo uroquinasa; TIMPs: Inhibidores tisulares de las 
MMPs; MEC: Matriz Extracelular (364). 
  
  
 La MMP-3 también interacciona específicamente con inhibidores del sistema 
fibrinolítico. Así, es capaz de degradar la α2-antiplasmina, evitando la formación de 
complejos con plasmina y con plasminógeno. Además, la MMP-3 es capaz de degradar el 
PAI-1, tanto libre como unido a vitronectina, dando lugar a un PAI-1 inactivo e incapaz de 
unirse a la vitronectina. Así pues, la inactivación de PAI-1 por la MMP-3 puede constituir 
un mecanismo de disminución de la actividad inhibitoria del PAI-1 y, por lo tanto, de la 
migración y la adhesión celular mediado por el PAI-1 unido a vitronectina (360). 
 
 Como se ha comentado anteriormente, las MMP-3, -7, -9 y -12 pueden convertir el 
plasminógeno, por hidrólisis de los cuatro kringles del extremo aminoterminal, en 
angiostatina , un potente inhibidor de la angiogénesis. Estudios “ in vivo” han demostrado 
que la angiostatina es capaz de inducir la apoptosis en células endoteliales pudiendo, ser 
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 Por lo tanto, los sistemas fibrinolítico y de las metaloproteasas están altamente 
interrelacionados y la acción coordinada de ambos sistemas da lugar a la degradación la 
MEC (Figura 1.17). Esto conllevaría a la migración celular y la remodelación tisular, 
procesos que juegan un papel importante no sólo en procesos fisiológicos sino patológicos 
como el cáncer. 
 
 Existen estudios sobre la implicación de los sistemas fibrinolítico y de las 
metaloproteasas, por separado, en el cáncer. Sin embargo, sería de gran interés el estudio 
simultáneo de ambos sistemas en este tipo de cáncer para poder determinar las 








































Figura 1.17. Representación esquemática de las posibles interacciones entre el sistema 




 2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  
 
 
« Las que conducen y arrastran al mundo  
no son las máquinas, sino las ideas.» 
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2.1. HIPÓTESIS DE TRABAJO 
 
Nuestra hipótesis de trabajo es que la determinación de los niveles de mRNA, 
junto con los niveles proteicos y los funcionales, así como la localización de diversos 
componentes de los sistemas fibrinolítico y de las MMPs, podrían proporcionar más 
información acerca de la regulación de la expresión y del papel de estos sistemas en el 
cáncer de mama.   
 
Como hemos indicado, los estudios previos en relación al cáncer de mama se 
basan fundamentalmente en la determinación antigénica de los componentes de los 
sistemas fibrinolítico, y de las MMPs, existiendo escasos estudios acerca de su 
expresión génica. Sin embargo, los niveles de proteína representan sólo un aspecto de la 
expresión alterada de las células tumorales, por lo tanto, la relación entre niveles de 
proteína y de mRNA es un elemento fundamental para entender los cambios en la 
expresión génica, especialmente en el desarrollo del proceso tumoral.  
 
Por otra parte, los métodos convencionales para la evaluación de los niveles de 
mRNA son laboriosos, requieren gran cantidad de tejido y tienen bajos límites de 
detección y, en la práctica, se dispone cada vez de menor cantidad de tejido tumoral. La 
técnica de la RT-PCR cuantitativa en tiempo real, que se desarrolla en la presente tesis 
doctoral, combina la técnica de RT-PCR con las de fluorescencia, permitiendo partir de 
una menor cantidad de tejido y realizar una cuantificación más sensible, específica y 
reproducible. Además, los estudios realizados hasta la actualidad se han centrado 
fundamentalmente en el uPA, uPAR, PAI-1 y TIMP-1. Sin embargo, existen muy pocos 
estudios acerca de otros componentes, como el PAI-2 y la MMP-3, y no se conocen 
investigaciones sobre la expresión y el posible papel del PAI-3 en el cáncer de mama.  
 
Los estudios antigénicos, realizados sobre los componentes de estos sistemas en 
el cáncer de mama no distinguen entre las formas activas, inactivas y complejos. Sin 
embargo, los niveles de las formas activas podrían estar más relacionados con el cáncer. 
Por ello, sería importante poder cuantificar los niveles funcionales de las proteínas y, si 
ello no es posible, cuantificar específicamente los complejos formado entre enzima e 
inhibidor, ya que ésta sería una forma indirecta de valorar el nivel de los componentes 
activos que lo forman, pues solamente las moléculas activas de los enzimas e 
inhibidores son capaces de generar complejos. Por otra parte, en la mayoría de estudios 
de los componentes del sistema fibrinolítico en tejido de cáncer de mama, las proteínas 
se han valorado únicamente en la fracción citosólica, y sería importante poder valorar el 
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extracto de la fracción de membrana en donde queda parte de las proteínas. En cuanto al 
sistema de las metaloproteasas, sus niveles se han determinado fundamentalmente 
mediante la técnica de inmunohistoquimia, por lo que sería interesante valorar sus 
niveles con una técnica más cuantitativa como el ELISA. 
 
A pesar del papel pronóstico que se ha atribuido a diversos componentes del 
sistema de activación del plasminógeno en el cáncer de mama, su localización precisa a 
nivel tisular es aún especulativa, no habiendo unanimidad en las células que expresan 
dichas moléculas en el tejido neoplásico. Sería de gran interés determinar que células 
están implicadas en su producción y así aportar más datos acerca de la biología del 
tumor. 
 
Por lo tanto, para averiguar el papel de los genes en una patología, como el cáncer, 
es necesario analizar no sólo su presencia antigénica, sino también expresión génica y su 
localización tisular. Existe, por tanto, una base razonable sobre la que se sustenta nuestra 
hipótesis y que proporciona un fuerte argumento para estudiar no sólo los niveles 
proteicos, sino también los funcionales y los de mRNA, así como la localización tisular 
de diversos componentes de los sistemas fibrinolítico y de las MMPs. Todo ello 
aportaría importante información acerca de la implicación de estos sistemas, 





 La finalidad última es determinar la implicación de diversos componentes de los 
sistemas fibrinolítico y de las metaloproteasas en el desarrollo del cáncer de mama. Para 
ello se fijaron los siguientes objetivos: 
 
1.- Puesta a punto de las técnicas de la RT-PCR cuantitativa en tiempo real con el fin de 
valorar los niveles de mRNA de los componentes de los sistemas fibrinolítico (uPA, 
PAI-1 y PAI-3)  y de las MMPs (MMP-3 y TIMP-1), en el cáncer de mama. 
 
2.- Cuantificar, en los extractos de tejido de carcinoma mamario, los niveles antigénicos 
y funcionales de los activadores  del plasminógeno (uPA, tPA), así como de los 
inhibidores de los activadores del plasminógeno (PAI-1, PAI-2 y PAI-3) y complejos  
enzima-inhibidor. Dentro del sistema de las MMPs se determinarán los niveles 
antigénicos de la MMP-3 y del TIMP-1.  
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3.- Estudiar la variación en los componentes del sistema fibrinolítico y de las 
metaloproteasas en función del estadio de la enfermedad. Se prestará una especial 
atención a la evolución de las pacientes, con el objeto de identificar los casos de 
recidiva y valorar en las mismas la posible existencia de niveles diferentes en los 
componentes de ambos sistemas. 
 
4.- Determinar las correlaciones existentes entre el nivel de mRNA y de proteína en los 
componentes de estos sistemas, para determinar el nivel de regulación de su expresión 
en el cáncer de mama. Analizar las relaciones existentes entre la expresión de los 
componentes dentro de un mismo y entre ambos sistemas, para poder determinar las 
posibles interacciones de estos sistemas en el cáncer de mama. 
 
5.- Optimizar las condiciones para la localización inmunológica de diversos 
componentes del sistema fibrinolítico mediante técnicas de inmunohistoquimia y 
determinar su expresión según el estadio del tumor. 
 
6.- Determinar los componentes celulares responsables de la síntesis de mRNA del   
PAI-1 y uPA mediante técnicas de hibridación in situ y compararlos con los implicados 




 3. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 
«Una blanda gota, 
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3.1. GRUPOS CLÍNICOS 
 
Las pacientes afectas de cáncer de mama procedían en su totalidad del Instituto 
Valenciano de Oncología de Valencia. En todos los casos se obtuvo el consentimiento 
informado de las pacientes y todos los procedimientos fueron llevados a cabo de 
acuerdo con los principios de la Declaración de Helsinki (366, 367). 
 
 Las pacientes incluidas en nuestro grupo de estudio eran mujeres diagnosticadas  
de cáncer de mama primario y unilateral de estadios I, IIA o IIB, sin otra enfermedad 
maligna en el momento del diagnóstico y sin tratamiento previo, puesto que ha sido 
descrito que tratamientos como la quimioterapia, la radioterapia y la hormonoterapia 
influyen en los niveles de expresión de los componentes a analizar (368-370). El tipo de 




3.1.1. GRUPO DE PACIENTES INCLUIDAS EN EL ESTUDIO 
 
 En la Tabla 3.1, se resumen las características de las 86 pacientes diagnosticadas 
de cáncer de mama y que fueron incluidas en el estudio, se determinaron los niveles 
antigénicos y funcionales de diversos componentes de los sistemas fibrinolítico y de las 
metaloproteasas. El rango de edad para estas pacientes fue 38 a 84 años y la edad media 
fue de 60 ± 12 años.  
 
 De estas pacientes, 71 (83%) presentaron un carcinoma de tipo ductal infiltrante, 
8 (9%) un carcinoma de tipo lobulillar infiltrante y las restantes 7 (8%) pacientes 
presentaron otros tipos de carcinoma: 2 un carcinoma tubular infiltrante, 1 carcinoma 
cribiforme, 1 carcinoma papilar, 1 carcinoma rico en glucógeno, 1 carcinoma mucinoso 
y 1 carcinoma mucrosecretor. 
 
 En 76 de estas 86 pacientes se valoraron tanto los niveles antigénicos como los 
niveles de mRNA de uPA, PAI-1, PAI-3, MMP-3 y TIMP-1. En 39 de estas pacientes 
se valoraron los niveles plasmáticos de PAI-1 antigénico y funcional. Las características 
de estas pacientes se muestran en la Tabla 3.1. De este grupo de pacientes, 62 (82%) 
presentaron un carcinoma de tipo ductal infiltrante, 8 (10%) un carcinoma de tipo 
lobulillar infiltrante, 1 (1,3%) carcinoma rico en glucógeno, 1 carcinoma mucrosecretor, 
1 carcinoma cribiforme, 1 carcinoma papilar, 1 carcinoma mucinoso y 1 tubular.  
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Tabla 3.1. Características clínicas de las pacientes. 
 
Parámetros Estudio antigénico 
y funcional (n = 86) 
Estudio de mRNA 




























Tamaño del tumor 
T1 (≤ 2cm) 





























 El seguimiento de la evolución del cáncer de mama se llevó a cabo en 70 
pacientes del grupo de estudio de mRNA. El tratamiento locoregional al que fueron 
sometidas consistió en mastectomia radical modificada o cirugía conservadora de la 
mama con vaciamiento axilar y subsecuente irradiación de la mama. El tratamiento 
sistémico adyuvante fue administrado según estándares recomendaciones (371). El 
periodo de tiempo en el que se realizó el seguimiento de las pacientes fue de 10 a 84 
meses (mediana de 30 meses). Durante este tiempo, 6 pacientes sufrieron recaída. La 
recaída fue definida como la primera evidencia documentada de recurrencia local o 
regional o de metástasis a distancia. Así pues, 4 de estas pacientes sufrieron una recaída 
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3.2. MUESTRAS BIOLÓGICAS  
 
 Dado que nuestro objetivo era obtener una visión global de los mecanismos que 
involucran a diversos componentes del sistema fibrinolítico y de las metaloproteasas, 
tratamos de analizar la expresión y localización de sus genes codificantes a nivel 
antigénico, funcional y de mRNA. Por ello, las muestras a analizar se obtuvieron de 
diferentes modos en función de los requerimientos de los protocolos experimentales de 
cada uno de los ensayos. 
 
 
3.2.1. MUESTRAS DE TEJIDO  
 
 Las muestras de tejido de cáncer de mama para este estudio se obtuvieron 
inmediatamente después de la cirugía. Posteriormente se procedió al lavado de las 
diferentes muestras tisulares en tampón fosfato salino (PBS, Dulbecco´s; Gibco BRL, 
Life Technologies Ltd., Paisley, United Kingdom). Todas las muestras de tejido se 
evaluaron microscópicamente para confirmar el diagnóstico, y se procesaron de la 
siguiente forma:  
 
1) Para la obtención de cortes histológicos, aptos para microscopía óptica, a emplear 
con las técnicas de inmunohistoquimia e hibridación in situ, los tejidos se fijaron 
durante la noche en paraformaldehido a 4ºC y se embebieron en bloques de 
parafina.  
 
2) Para la posterior extracción de proteínas, RNA y DNA se procedió a congelar las 
muestras rápidamente en nitrógeno líquido en las condiciones más asépticas 
posibles, donde se conservaron hasta su uso. 
 
 
3.2.2. MUESTRAS DE SANGRE 
 
 La extracción de sangre se realizó por punción en la vena cubital y se 
anticoaguló con citrato sódico 0,13 M (9:1, vol:vol, sangre:anticoagulante) procurando 
siempre que las muestras se mantuvieran entre 4 y 8ºC. La sangre citratada se centrifugó 
a 1500 x g durante 30 min. a 4ºC. Los plasmas así obtenidos se conservaron a -80ºC y 
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3.3. TÉCNICAS MOLECULARES 
 
 La extracción del RNA expresado en un momento dado por un tejido es quizá una 
de las técnicas bioquímicas más incontrolables debido al carácter necesariamente lábil per 
se del RNA en general y del mRNA en particular. La presencia, a diferencia del DNA, del 
grupo hidroxilo característico de la ribosa provoca ataques nucleofílicos sobre el enlace 
fosfodiester que forma el esqueleto de su cadena, de tal modo que el RNA está abocado a 
un proceso de degradación espontánea más o menos rápido. Además, el RNA es 
degradado por las ribonucleasas (RNasas), enzimas ubicuas, extremadamente estables, 
altamente resistentes al calor y activas en un amplio rango de pH sin necesidad alguna de 
cofactores. 
 
 Las ribonucleasas están presentes en todos los tipos celulares sin excepción. 
Además, debido a su estabilidad, se pueden encontrar RNasas en la mayoría del material 
de vidrio y las soluciones de cualquier laboratorio. También cabe destacar que los seres 
humanos somos una fuente muy importante de contaminación RNásica, ya que las células 
descamadas de nuestra piel liberan RNasas constantemente. 
 
 Por todo ello, se deben extremar las precauciones cuando se manipula el RNA. 
Debe reservarse un área del laboratorio exclusivamente para el trabajo con RNA, siendo 
imperativo el uso constante de guantes y su recambio frecuente. Las normas generales que 
a continuación se relatan se aplican también al resto de técnicas descritas más adelante, que 
implican la manipulación de RNA: extracción de RNA, tratamiento con DNasa, 
transcripción reversa e hibridación in situ. 
 
 El material de vidrio debe ser sumergido en una solución de dietilpirocarbonato 
(DEPC) al 0,1%, esterilizado en autoclave (Selecta) para destruir el DEPC remanente, y 
calentado en un horno a 250ºC durante al menos 3 horas. El material de plástico debe ser 
preferiblemente estéril y desechable. Las puntas de pipeta, tubos de microcentrífuga y otro 
tipo de material similar debe ser lavado en DEPC 0,05% y autoclavado. 
 
 Todas las disoluciones, incluyendo el agua destilada, deben ser tratadas 
añadiéndoles DEPC al 0,1% y autoclavándolas posteriormente. En el caso de reactivos 
termolábiles, deben ser preparados en agua destilada tratada con DEPC y filtrados con 
filtros estériles desechables de 0,22 µm (Costar). El mismo proceso se debe aplicar a 
disoluciones de Tris, el cual reacciona con el DEPC. Otros reactivos como etanol absoluto, 
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xileno, formamida, etc, deben ser adquiridos de la máxima calidad y pureza, ya que esto 
suele asegurar su ausencia de contaminantes. 
 
 Además, cuando se trabaja con RNA en disolución acuosa es aconsejable usar 
inhibidores de las ribonucleasas tales como β-mercaptoetanol, ditiotreitol (DTT), cloruro 
o isotiocianato de guanidinio, sales de vanadio, etc. 
 
 
3.3.1. EXTRACCIÓN DE RNA 
 
 Para la extracción de RNA se utilizó el ensayo comercial RNeasy (QIAGEN). 
Este ensayo permite obtener el RNA total de un tejido basándose en la capacidad del 
RNA de unirse a membranas de silica-gel. En primer lugar el tejido se lisa y 
homogeneiza en presencia de un tampón que contiene isocianato de guanidinio, agente 
desnaturalizante y desproteinizante (RLT), y que además inactiva las RNasas para 
asegurar el aislamiento del RNA intacto. Seguidamente se añade etanol para 
proporcionar las condiciones adecuadas de unión. Esta solución se aplica a la columna 
que contiene la membrana de silica-gel a la que se unirá el RNA. Los posibles 
contaminantes se eliminan a través de unos lavados con los tampones RW1 y RPE, que 
contienen sales de guanidinio. Finalmente el RNA se eluye de la columna con agua 
estéril. 
 
 El protocolo seguido fue el siguiente: 
 
1. A una pieza de tejido de entre 15-100 mg de peso, que había sido mantenida en 
congelación en nitrógeno líquido, se le añade 600 µL de tampón RLT, conteniendo 
0,01% (v/v) de β-mercaptoetanol. Debido al alto contenido graso del tejido 
mamario, fue necesario utilizar un homogeneizador ultra-turrax T-50 (IKA-
WERKE) con un émbolo estéril y libre de RNasas, para homogeneizar las 
muestras.  
 
2. Una vez la muestra adquiere un aspecto homogéneo, se centifuga a 13.000 rpm 
durante 3 min.  
 
3. Se recupera el sobrenadante, evitando coger la capa grasa, y se trasvasa a un nuevo 
tubo eppendorff. Se le añade un volumen igual de etanol al 70% y se pipetea varias 
veces para homogeneizar la solución. 
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4. Se aplica la solución a la columna que contiene la membrana de silica-gel y se 
centrifuga a 10.000 rpm durante 15 segundos.  
 
5. Se lava la membrana, que contiene el RNA adherido con 700 µL de tampón RW1 
y se centrífuga a 10.000 rpm durante 15 segundos.  
 
6. A continuación, la membrana se lava dos veces con tampón 500 µL de tampón 
RPE. La primera vez se centrifuga a 10.000 rpm durante 15 segundos y la segunda 
a 13.000 rpm durante 2 min., para que no quede líquido que nos pueda interferir en 
la elución. 
 
7. Para eluir el RNA se añaden 30 µL de H2O libre de RNasas y se centrífuga a 
10.000 rpm durante 1 min.. Para obtener una mayor cantidad de RNA se repite de 
nuevo este paso. 
 
8. La concentración y pureza del RNA obtenido se determina 
espectrofotométricamente. Para ello se toma una alícuota de la muestra, se diluye 
(1/20) en agua bidestilada, y se mide su absorbancia a 260 nm y a 280 nm en un 
espectrofotómetro (Eppendorff). La concentración de RNA se calcula según la 
fórmula: 
 
   [RNA (µg/µL)] = A260 (UA) x 0,040 x [1/factor de dilución] 
 
 (Una solución de RNA monocatenario a 40 µg/mL tiene aproximadamente una 
unidad de absorbancia a 260 nm). 
 
  La pureza del RNA obtenido se estima con el cociente A260/A280. Para una 
solución de RNA puro este cociente es de 2,0 aproximadamente. La posible 
presencia de DNA u otros contaminantes hace disminuir este cociente, siendo 
inaceptable por debajo de 1,7, ya que entonces es imposible cuantificar 
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3.3.2. TÉCNICAS DE RT-PCR 
 
3.3.2.1. Tratamiento con DNasa 
 
 Como paso previo a la transcripción reversa, el RNA se trató con DNasa, enzima 
que degrada el DNA de doble cadena. Esta enzima fue empleada para eliminar la 
posible presencia de DNA genómico que nos pudiese interferir en la posterior 
cuantificación génica.  
 
 Los pasos seguidos fueron los siguientes: 
 
1.- Se prepara la siguiente mezcla de reacción: 1 µg de RNA, 1X del tampón de la 
DNasa (Invitrogen), una unidad de la enzima DNase I (Invitrogen) y agua hasta 
un volumen final de 10 µL. 
 
2.- Se incuba la mezcla durante 15 min a temperatura ambiente, para que actúe la 
DNasa. 
 
3.- Transcurrido el tiempo se realiza una inactivación térmica del enzima (65ºC durante 
10 min.) en presencia de 2,5 mM de EDTA. 
 
3.3.2.2. Transcripción reversa (RT) 
 
 El RNA es usualmente una molécula de una sola hebra, sensible al calor y no es 
un sustrato adecuado para la Taq polimerasa. Por ello, es necesario hacer una 
transcripción reversa (RT) antes de iniciar la amplificación por PCR. La transcripción 
reversa genera una copia de la hebra de RNA, pero esta copia es DNA complementario 
(cDNA) el cual es estable al calor y puede ser amplificado por la Taq polimerasa. 
 
 Para realizar la retrotranscripción se usó el oligonucleótido dT15, de tal manera 
que sólo se obtendrá cDNA de los RNA mensajeros (mRNA), que es el modo en el que 
se expresa los genes a estudiar. 
 
La transcripción reversa se llevó a cabo con la enzima SuperscriptTM RNase H- 
Revese Transcriptase (Gibco BRL) que fue obtenida de la transcriptasa reversa del virus 
de la leucemia murina (M-MLV) y fue modificada genéticamente para eliminar la 
actividad RNasa H. Esta enzima, además, proporciona cDNAs de mayor longitud  y un 
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mayor rendimiento en la obtención de cDNAs. Así, al final de la transcripción reversa 
obtendremos un híbrido de cDNA-mRNA. Este mRNA, no interfiere en posteriores 
amplificaciones por PCR ya que como hemos comentado antes es lábil al calor y no es 
sustrato de la Taq polimerasa. 
 
 La mezcla de reacción consistió de: 1X de tampón para la RT (Gibco BRL), 10 
mM DTT, 500 µM dNTPs, 3 µM oligo (dT)15 (Promega), 60 unidades de un inhibidor 
de RNasas A, B y C (RNasin, Promega), 200 unidades de la transcriptasa reversa y agua 
hasta un volumen final de 20 µL. 
 
 Esta mezcla se añade a los 10 µL de la solución que contiene 1 µg de RNA 
tratado con DNasa y se incuba 60 min a 42ºC. Seguidamente se inactiva la enzima a 
95ºC durante 5 min. El cDNA obtenido se conservó a –20ºC hasta su utilización. 
  
3.3.2.3. Diseño de cebadores para la amplificación por PCR 
 
 En la Tabla 3.2 se muestran las características de los cebadores utilizados y 
sintetizados por Gibco-BRL para el análisis de la expresión de uPA, PAI-1, PAI-3, 
MMP-3, TIMP-1 y β-actina. Los cebadores de TIMP-1 y β-actina fueron obtenidos de 
la literatura (372, 373). El resto de cebadores fueron sintetizados utilizando el programa 
Oligo 4.0. Para asegurarnos de que los cebadores escogidos eran específicos, sus 
secuencias se compararon mediante el programa FASTA que incluye las secuencias 
recogidas en las bases de datos EMBL (http://www.embl-hiedelberg.de). 
 
 La especificidad de los cebadores se comprobó mediante la obtención por PCR 
de bandas únicas del tamaño esperado en un gel de agarosa. Los cebadores diseñados y 
los escogidos (excepto los de la β-actina), se situaron flanqueando intrones para evitar 
contaminaciones con DNA genómico, dificultando su amplificación debido al gran 
tamaño del fragmento, y en el caso de que se produjesen poder detectar su presencia por 
análisis de la curva de desnaturalización o mediante electroforesis. 
68 
 
Remedios Castelló Cros. Material y Métodos                                        
 
 
Tabla 3.2. Características de los cebadores utilizados para el análisis de la expresión génica. 
 
Nombre  Secuencia del oligonucleótido 
5´        3´ 
Genebank 
Accesion 
Posición Exón Longitud % GC Tm 
uPA Forward  
uPA Reverse  
Producto 
CAC GCA AGG GGA GAT GAA 














PAI-1 Forward  
PAI-1 Reverse 
Producto 
TGC TGG TGA ATG CCC TCT ACT 


















GCA AAC GAA GGG CAA GAT T 



















AGC AAG GAC CTC GTT TTC ATT 















TIMP-1 Forward  
TIMP-1 Reverse  
Producto 
CTG TTG TTG CTG TGG CTG ATA 















β-actina Forward  
β-actina Reverse  
Producto 
CGT ACC ACT GGC ATC GTG AT 


















Cáncer de mama: Fibrinolisis y Metaloproteasas                                                                                      
 
 
3.3.2.4. PCR cuantitativa en tiempo real 
 
 En 1993, Higuchi y cols. (374) fueron los primeros en llevar a cabo la técnica de 
la PCR en tiempo real, aplicando técnicas de fluorescencia (bromuro de etidio) a las de 
PCR, permitiendo así combinar la amplificación, la detección y la cuantificación de 
ácidos nucleicos. Esta técnica se caracteriza por ser altamente sensible, cinco órdenes de 
magnitud mayor que las técnicas de blotting, y por permitir trabajar con un gran rango 
dinámico, de hasta 6 órdenes de magnitud. Todo ello hace que esta técnica sea de gran 
utilidad para la cuantificación de la expresión génica. 
 
 La reacción de PCR consta de tres fases: una fase inicial, donde la señal 
corresponde al ruido de fondo (background), una fase de crecimiento exponencial (fase 
donde la fluorescencia es proporcional al logaritmo de la cantidad de producto) y una 
última fase denominada “plateau” (Figura 3.1). La fase de background dura hasta que 
la señal del producto de PCR aumenta por encima del ruido de fondo de la reacción. La 
fase de crecimiento exponencial comienza cuando se ha acumulado suficiente producto 
para ser detectado por encima del ruido de fondo y finaliza cuando la eficiencia de la 
reacción cae, comenzando la fase de saturación o “plateau”. En los primeros ciclos de la 
reacción (background) la cantidad de cDNA es indetectable, mientras que los últimos 
ciclos (plateau) no proporcionan la información adecuada para determinar la cantidad 
inicial de producto. La información cuantitativa proviene de la fase exponencial, donde 
la cantidad de producto aumenta exponencialmente desde el background hasta el 
plateau. Normalmente, solamente 4 o 5 ciclos, de los 40 que suele constar la PCR, se 
encuentran en esta fase de crecimiento exponencial y contienen prácticamente toda la 
información cuantitativa. 
 
La PCR cuantitativa en tiempo real, como su nombre indica, permite el 
seguimiento de la reacción en tiempo real mediante medidas de fluorescencia y, por lo 
tanto, se puede identificar fácilmente la fase exponencial (Figura 3.1). Esto permite el 
análisis de los datos en esta fase, donde la eficiencia de la reacción es constante. 
Además, durante la fase exponencial, el incremento de la fluorescencia es proporcional 
al crecimiento exponencial del producto amplificado, por lo que la cantidad de material 
inicial en cada muestra se puede calcular con una gran precisión, mediante la 
determinación del punto de corte (Cp, crossing-point) de cada amplificación. Este punto 
de corte, es el ciclo en el cual la fluorescencia aumenta por encima del background y 
coincide con el máximo de la segunda deriva de la fluorescencia con respecto al ciclo de 
la reacción (375). El ciclo en el que la segunda derivada es máxima (Cp), se encuentra 
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en la fase exponencial, puesto que la señal de fluorescencia aumenta durante esta fase y 
disminuye cuando la reacción comienza a entrar en la fase de saturación (plateau). 
 
En el presente trabajo el punto de corte (Cp) de cada muestra se determinó 
automáticamente, por el software acoplado al termociclador en tiempo real, como el 
máximo de la segunda deriva de la fluorescencia con respecto al ciclo de la reacción 



















Figura 3.1. Seguimiento de la PCR en tiempo real. La reacción de PCR consta de tres fases: 
(1) Fase inicial o background, donde la cantidad de producto es indetectable. (2) Fase exponencial,en 
esta fase  el aumento de fluorescencia es proporcional al logaritmo de la concentración de producto (3) 
Fase de saturación o plateau, en la cual el valor de fluorescencia no es representativo de la cantidad 
inicial de producto. Cp, corresponde al punto de corte. 
 
  
Para el seguimiento y el análisis de la reacción se pueden utilizar agentes que, al 
intercalarse en la molécula de doble cadena DNA, emiten fluorescencia, como pueden 
ser el bromuro de etidio (374), el YO-PRO-1 (376) y el SYBR Green I (377-379). En el 
presente trabajo se empleó el SYBR Green I como fluoróforo, el cual se une al surco 
menor del DNA de doble cadena de una manera independiente de la secuencia.  
 
El SYBR Green I en disolución emite poca fluorescencia, pero al unirse al DNA 
de doble cadena su fluorescencia aumenta más de 100 veces (380). Así, la fluorescencia 
emitida por el fluoróforo será proporcional a la concentración de cDNA. La medida de 
la señal de fluorescencia al final de cada etapa de elongación permite la visualización 
del producto sintetizado de forma continua (Figura 3.2.). La señal aparecerá claramente 














Figura 3.2. Emisión de fluorescencia del SYBR Green I durante la PCR. (A) Durante la 
desnaturalización, el SYBR Green I no unido, emite poca fluorescencia. (B) En la fase de hibridación de 
los cebadores, unas pocas moléculas del fluoróforo se unen a la doble cadena de cDNA-cebador, dando 
lugar a un ligero aumento de la fluorescencia. (C) Durante la polimerización, un mayor número de 
moléculas de SYBR Green I se unen al cDNA recién sintetizado, y el incremento de la fluorescencia 
puede ser monitorizado en tiempo real. (D) La desnaturalización hace que las dos hebras de cDNA se 
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 El termociclador en tiempo real utilizado fue el Lightcycler (Roche Molecular 
Biochemicals, Manheim, Germany). La PCR se llevó a cabo en pequeños capilares de 
vidrio, que se introducen en un rotor tipo carrusel, y se calientan y enfrían por corrientes 
de aire (381). El carrusel rota haciendo pasar un haz de luz azul de 470 nm emitido por 
un diodo a través de los capilares, y la fluorescencia se lee por diodos de fotodetección. 
Esta señal se analiza por el software (versión 3.5), permitiendo seguir la reacción en 
tiempo real y la cuantificación del producto amplificado.  
 
 Para la cuantificación génica de β-actina, uPA, PAI-1, PAI-3, MMP-3 y    
TIMP-1, se empleó el kit LC-Fast Start Reaction Mix (Roche). Este kit usa el SYBR 
Green I para la detección del DNA de doble cadena y una Taq polimerasa que se activa 
por calor, la cual minimiza la amplificación de productos no deseados. Además, este kit 
contiene dUTP en lugar de dTTP y la enzima termolábil uracil-N-glicosilasa. Estos dos 
elementos se introducen para eliminar cualquier contaminación de cDNA previamente 
amplificado, ya que la uracil-N-glicosilasa degrada selectivamente aquellas moléculas 
de cDNA que contienen dUTP, impidiendo su posterior amplificación, pero no actúa 
sobre el cDNA diana (que contiene dTTP).  
 
La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 10 µl, conteniendo 
1,5 µL de cDNA (diluido 1:10), 3 mM MgCl2, 0,5 µM de cada cebador en el caso de 
uPA, PAI-1, PAI-3, MMP-3 y TIMP-1 y 0,3 µM en el caso de la β- actina (Tabla 3.1), 1 
µL de la mezcla de LC-Fast Start Reaction Mix SYBR Green I y 1 µL de LC-Fast Start 
DNA Master SYBR Green I (que contiene Taq polimerasa, tampón de reacción y una 
mezcla de dATPs, dCTPs, dGTPs y dUTPs). El volumen final fue completado con agua. 
 
 La mezcla de la reacción se introdujo en los capilares (LightCycler Capillaries, 
Roche) por centrifugación durante 10 s a 3000 rpm. 
 
 Los capilares con la mezcla de reacción se colocaron en el termociclador en 
tiempo real LightCycler de Roche, donde se realizó la PCR cuantitativa en tiempo real. 
Los pasos seguidos fueron: 
  
1. Desnaturalización y activación de la Taq polimerasa a 95ºC durante 10 min. 
 
2. Amplificación (40 ciclos). La señal de fluorescencia se detecta al final de 
cada paso de elongación. Las condiciones de la amplificación son: 
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 Para uPA, PAI-1, PAI-3, MMP-3 y TIMP-1 (en paréntesis, los datos para  
β-actina cuando son diferentes de los del resto de parámetros): 
 
 Desnaturalización Hibridación Elongación 
Temperatura (ºC) 95 60 (62) 72 
Tiempo (s) 15 5 18 (15) 
Velocidad (ºC/s) 20,0 20,0 20,0 
Adquisición de la señal No No Simple 
 
 
 3. Generación de una curva de desnaturalización, mediante el calentamiento a 
95ºC e inmediato enfriamiento a 65ºC, manteniéndose esta temperatura 
durante 15 s, tras lo cual se realiza un aumento paulatino de la temperatura 
desde los 65ºC hasta los 95ºC, a una velocidad de 0,1ºC/s y midiéndose la 
fluorescencia de manera continua. 
 
 
3.3.2.5. Preparación de los estándares de cDNA  
 
Para determinar la concentración de cDNA de uPA, PAI-1, PAI-3, MMP-3, 
TIMP-1 y β-actina se incluyó una curva de calibración en cada una de las reacciones. La 
curva de calibración de cada uno de estos genes se construyó a partir de cDNA de 
concentración conocida (cDNA estándar). Este cDNA se preparó, para cada uno de los 
genes analizados, mediante amplificación de cDNA obtenido de tejido de cáncer de 
mama (como se describe en el apartado de la transcripción reversa).  
 
La amplificación se realizó por PCR clásica, con los cebadores correspondientes 
(Tabla 3.1), aplicando manualmente la técnica del hot-start (382). Esta técnica de hot-
start se introdujo con el fin de evitar reacciones inespecíficas (sobre todo la generación 
de dímeros de los cebadores), debidas a la hibridación inespecífica de los cebadores a 
bajas temperaturas (de 4 a 25ºC) antes del comienzo de la amplificación. La hot-start 
consistió en añadir la Taq polimerasa a una mezcla previamente precalentada a una 
temperatura superior a la temperatura de desnaturalización de la los cebadores. 
 
 La reacción de PCR contenía 5 µL de cDNA (1:10), 200 µM dNTPs, 2 mM 
MgCl2, 0,5 µM de cada cebador, excepto para la β-actina que se usó 0,25 µM, 1X del 
tampón de reacción (Gibco BRL), 1 unidad de Taq polimerasa (Gibco BRL) y agua 
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hasta un volumen final de 50 µL. La PCR se llevó a cabo en el termociclador Eppendorf 
y las condiciones fueron las siguientes: 
 
1) Aplicación de la técnica de hot-start, que consiste en calentar la mezcla 
durante 2 min a 95ºC, añadir la Taq polimerasa y mantener dicha mezcla 
a 95ºC durante 1 min. 
 
2) Amplificación de los fragmentos de uPA, PAI-1, PAI-3, MMP-3,   
TIMP-1 y β-actina, que consiste en 35 ciclos de las siguientes 
características (en paréntesis, los datos para  β-actina cuando son diferentes 
de los del resto de parámetros):  
 
 Temperatura (ºC) Tiempo (s) 
Desnaturalización 95 45 (30) 
Hibridación 60 (62) 60 (30) 
Elongación 72 60 (45) 
  
3) Extensión final a 72ºC durante 5 min. 
 
 
Para obtener suficiente cantidad de cDNA para cada uno de los genes se hicieron 
varias amplificaciones que finalmente se mezclaron. Una alícuota del cDNA resultante 
se sometió a electroforesis en un gel de agarosa al 2% para comprobar la presencia de 
una sola banda del tamaño esperado. El resto de cDNA amplificado se sometió a una 
electroforesis en gel de agarosa (1%). La banda se visualizó con bromuro de etidio y 
con una cuchilla se cortó la región de gel que contenía el fragmento deseado. La 
purificación del producto se realizó por cromatografía en columna (High Pure PCR 
Product Purification Kit, Roche) y se determinó la concentración de DNA mediante la 
reacción con picogreen (383, 384) (Molecular Probes), fluoróforo que permite 
cuantificar hasta 50 pg de DNA de doble cadena con una gran especificidad. Estos 
fragmentos de cDNA puros y de concentración conocida se diluyeron y utilizaron como 
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3.3.2.6. Determinación de la concentración inicial de cDNA 
 
A partir de diluciones seriadas (1:10, 1:100, 1:1000,...) de cada uno de estos 
estándares de cDNAs se construyeron las curvas de calibración, las cuales constaban de 
cuatro puntos por duplicado. Estas curvas se generaron en el Lightcycler mediante 
medidas de fluorescencia y teniendo en cuenta que existe una respuesta lineal en un 
amplio rango de ciclos. El valor del punto de corte (Cp) es inversamente proporcional al 
logaritmo de la concentración inicial (374). Así pues, la curva de calibración se genera 
mediante la representación de los valores de Cp frente al logaritmo de la concentración 
inicial los estándares, obteniéndose de este modo una línea recta (Figura 3.3). La 
concentración de cDNA inicial presente en nuestras muestras se obtuvo interpolando el 
Cp de cada una de ellas en esta curva de calibración (46). 
  
 
Figura 3.3. Amplificación y cuantificación del TIMP-1 en tiempo real. Las líneas punteadas  
(-  -) -corresponden a los estándares, las líneas continuas a las muestras. La línea con círculos (-   -) 
corresponde al control positivo y las discontinuas con cruces (-x-) a los controles negativos. Los puntos 
de corte (Cp) de cada una de las muestras (parte izquierda) se interpolan en la curva de calibración 
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En cada una de las reacciones se incluyeron una serie de controles: 
 
 Un control negativo, que se obtuvo durante la transcripción reversa al sustituir la 
transcriptasa reversa por agua. Este control nos permitió averiguar si durante la 
transcripción reversa hubo algún tipo de contaminación por DNA.  
 
 Un segundo control negativo, que consistió en sustituir el cDNA por agua en uno de 
los capilares, para determinar así las posibles contaminaciones por DNA, en el 
proceso de la PCR. 
 
 En cada una de las reacciones también se incluyó un control de referencia, que fue 
obtenido tras mezclar varios cDNAs. Esto nos permitió determinar las posibles 
variaciones inter-ensayo. 
 
Los valores de cDNA de uPA, PAI-1, PAI-3, MMP-3 y TIMP-1, se 
normalizaron expresándolos como el cociente entre el número de copias inicial de 
cDNA de dichos genes y el número de copias inicial de cDNA de la β-actina. La          
β-actina, es un gen de expresión constante, (gen “housekeeping”) el cual codifica para la 
α-tubulina, un componente del citoesqueleto. Esta normalización permite corregir las 
posibles diferencias cuantitativas y cualitativas debidas a: 
 
- Los errores cometidos por el manejo de las muestras (errores en el pipeteo, 
en las diluciones, etc...) 
 
- La posible degradación del RNA, debidas al almacenamiento, a su 
manipulación.... 
 
- Las variaciones en la eficiencia de la transcripción reversa. 
 
- Las diferencias en la calidad de las muestras. 
 
- Variaciones en la cantidad inicial tanto de mRNA, para la transcripción 
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3.4. TÉCNICAS INMUNOLÓGICAS Y FUNCIONALES 
 
 Los niveles antigénicos de los distintos componentes del sistema fibrinolítico y de 
las metaloproteasas se determinaron en extractos citosólicos y de membrana. Sin embargo, 
los niveles funcionales de uPA, tPA y PAI-1 se evaluaron solo en fracción citosólica, ya 
que la solubilización de la membrana con Tritón X-100 disminuye o bloquea la actividad 
funcional de las proteínas. 
 
 
3.4.1. EXTRACCIÓN PROTEICA 
 
Los extractos citosólicos de las muestras se obtuvieron por homogeneización del 
tejido en tampón Tris-HCl 10 mM, pH 7,4, que contenía EDTA 1,5 mM y 10% de 
glicerol. La suspensión se centrifugó a 100.000 x g, a 4ºC, durante 15 min. para separar 
la fracción membranosa (pellet) del sobrenadante (extracto de fracción citosólica). El 
sobrenadante se alicuotó y guardó a -80ºC (385).  
 
 Los extractos de membrana se obtuvieron por solubilización del pellet, obtenido 
en la etapa anterior, en tampón Tris-HCl 20 mM, pH 7,4, que contenía NaCl 125 mM y 
1% Tritón X-100, se incubaron toda la noche a 4ºC y se centrifugaron a 100.000 x g a 
4ºC durante 15 min.. El sobrenadante (extracto de membrana) se alicuotó y guardó a -
80ºC (385).  
 
 
3.4.2. CUANTIFICACIÓN ANTIGÉNICA Y FUNCIONAL 
 
Para poder normalizar los niveles antigénicos y funcionales obtenidos en los 
extractos de tejido mamario, se determinó la cantidad total de proteína en las muestras 
utilizando el ensayo de proteína BCA (BCA assay, Pierce, Rockford, IL).  
  
 La técnica se realizó siguiendo las especificaciones de la casa comercial que, en 
esencia, consisten en una reacción colorimétrica cuyos resultados se comparan con una 
curva de calibración obtenida a partir de concentraciones conocidas de albúmina. El 
sistema combina la conocida reacción de una proteína con Cu2+ en medio alcalino, con un 
reactivo altamente sensible y selectivo para la determinación de Cu, denominado ácido 
bicincomínico. El ensayo es un método altamente sensible, con determinación 
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espectrofotométrica a 550 nm. Las muestras y los controles se determinaron por 
duplicado. 
 
 La determinación de los distintos parámetros, en los extractos citosólicos y de 
membrana, se llevó a cabo mediante técnicas de enzimoinmunoensayo (ELISA) para la 
valoración antigénica de los mismos, y con técnicas amidolíticas para la determinación 
funcional. 
 
3.4.2.1. Determinación del uPA antigénico 
 
El uPA antigénico se cuantificó por un ELISA comercial (TintElize uPA, 
Biopool). Dicho ensayo mide con similar eficacia el uPA de una cadena (sc-uPA) y el 
uPA de alto peso molecular (HMW-uPA). El uPA de bajo peso molecular (LMW-uPA) 
es cuantificado con alrededor de un 40% de eficacia en relación al sc-uPA y HMW-
uPA. La variabilidad intra e interensayo fue del 4% y 10%, respectivamente. 
 
 El tipo de ELISA utilizado fue el de "doble anticuerpo", o "sándwich". El 
esquema de este tipo de ELISA es el siguiente: 
 
1) Reacción inmunológica: Los pocillos de la microplaca se incuban con un exceso 
del anticuerpo de captura, generalmente un anticuerpo monoclonal específico 
contra la proteína a valorar. La muestra problema, convenientemente diluida, se 
incuba en la microplaca para lograr la unión del antígeno a valorar, presente en 
la muestra, al anticuerpo de captura. Tras lavado de la placa, se incuba con un 
exceso de un segundo anticuerpo conjugado con un enzima, el anticuerpo de 
detección. El anticuerpo de detección se une al antígeno inmovilizado y forma 
un “sándwich” anticuerpo-antígeno-anticuerpo/enzima unido al pocillo. La 
cantidad de enzima unido al pocillo es directamente proporcional a la cantidad 
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     Anticuerpo          Antígeno         Anticuerpo/ enzima         Complejo “Sándwich” 
         de captura            (muestra)         (conjugado) 
 
2) Reacción enzimática y cuantificación: A continuación, se lava la microplaca 
para separar la fracción de anticuerpo conjugado que no se ha unido, y se añade 
un sustrato sobre el cual actuará el enzima, dando un producto coloreado. La 
absorción a una determinada longitud de onda, medida 
espectrofotométricamente, será proporcional a la concentración de antígeno 
presente en la muestra. Paralelamente, en cada placa se incluye una serie de 
diluciones obtenidas a partir de una concentración conocida del antígeno a 
valorar, para poder construir una curva de calibración. 
 
     
                        
 Complejo “Sándwich”      Sustrato cromogénico      Reacción enzimática          
                                                                           (color amarillo) 
 
 Para aumentar la especificidad de la reacción se utilizó el sistema ISAC 
("Immunological Specificity and Accuracy Control"), que consiste en que cada muestra 
se deposita por duplicado en dos pocillos. Ambos pocillos están recubiertos con un 
anticuerpo monoclonal anti-uPA. Uno de los pocillos (pocillo A) contiene, además, un 
exceso de anticuerpo soluble  anti-uPA, de tal manera que todo el antígeno que 
contenga la muestra se una al anticuerpo en solución, evitando así que se una al 
anticuerpo prefijado a la fase sólida. Este pocillo se utilizará como blanco de cada 
muestra, lo que evita cualquier respuesta inespecífica. Sin embargo, el segundo pocillo 
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(pocillo N) contiene inmunoglobulina no inmune soluble, con lo cual el antígeno de la 
muestra se unirá al anticuerpo prefijado al pocillo y no al anticuerpo en solución.  
 
 Básicamente, el protocolo utilizado es el siguiente: 
 
 1) Se disuelve el vial de tampón PET (PBS/EDTA/Tween 20) en 1 litro de agua 
destilada. 
 
2) Se prepara la curva de calibración con concentraciones de 2, 1, 0,5, 0,16, 0,08 y 0 
ng/mL de uPA plasmático. 
 
3) Se reconstituye la placa, que contiene prefijado el anticuerpo monoclonal anti-
uPA y anticuerpo anti-uPA o inmunoglobulina no inmune soluble, con              
100 µL/pocillo de tampón PET y se agita suavemente 1 min.. Es importante evitar 
la contaminación del pocillo N con el contenido del pocillo A, pues 
infravaloraríamos el valor de uPA de la muestra. 
 
4) Se añade 50 µL/pocillo de cada muestra ó estándar al pocillo N y al adyacente 
pocillo A.  
 
5) Se reconstituye el liofilizado de anti-uPA policlonal conjugado con peroxidasa 
con 6 mL de tampón PET, y se añade 50 µL a cada pocillo. 
 
6) Se incuba 1 hora a temperatura ambiente con agitación (500-600 rpm) y se lava la 
placa 4 veces con tampón PET. 
 
7) Se reconstituye el sustrato ortofenildiaminodihidrocloro (OPD) con 22 mL de 
agua bidestilada y se añade, en el momento de utilizarlo, el vial de H2O2. Se añade 
200 µL de sustrato a cada pocillo. Se incuba 15 min. a temperatura ambiente en 
agitación.  
 
8) Se añade 50 µL de solución STOP (H2SO4 3,3 M) y se mide la absorbancia a    
492 nm, sustrayéndose la absorbancia a 620 nm, en un lector de microplacas EAR 
400 AT. SLT (Labinstruments.). La concentración se calcula a partir de la curva 
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3.4.2.2. Determinación del uPA funcional 
 
Los niveles funcionales de uPA se determinaron mediante un ensayo de 
inmunocromogénico (Chromolize uPA, Biopool). Los pocillos están recubiertos con un 
anticuerpo monoclonal anti-uPA que no inhibe la actividad del uPA. El uPA presente en la 
muestra se unirá a los anticuerpos presentes en los pocillos. Los pocillos se lavan para 
eliminar el material no acoplado y se añade plasminógeno junto con el sustrato 
cromogénico de la plasmina y poli-D-lisina como estimulador. El uPA activa el 
plasminógeno a plasmina la cual a su vez degrada el sustrato cromogénico, liberando pNA 
de color amarillo. La cantidad de color formada se determina mediante la  absorción a    
405 nm y es proporcional a la concentración de tc-uPA y sc-uPA presente en la muestra. 
La variabilidad intra e interensayo fue del 6% y 11%, respectivamente. 
 
 Esta técnica determina tanto el tc-uPA como el sc-uPA, ya que este último también 
puede activar al plasminógeno en las condiciones del ensayo. Además,  permite cuantificar 
tanto la forma de alto peso molecular (HMW-uPA) como la de bajo peso molecular 
(LMW-uPA).  
 
El protocolo seguido es el siguiente: 
 
1) Se añade 100 µL de tampón PET en cada uno de los pocillos y se agita durante 1 
min., para reconstituir los componentes de la placa. 
 
2) Al vial de sc-uPA se le añade 1 mL de tampón PET, obteniéndose una 
concentración de 100 ng/mL. Un volumen conveniente de esta solución se diluye 
con tampón PET a 1/10 para obtener una solución de sc-uPA de 10 ng/mL, a partir 
de la cual se preparan diluciones sucesivas para obtener las concentraciones de 1, 
0,7, 0,5, 0,3, 0,2, 0,1, 0,05 y 0 ng/mL, que se utilizarán en la curva de calibración. 
 
3) Se añade 20 µL de cada muestra o calibrador a la placa donde ya está prefijado el 
anticuerpo, y se agita suavemente durante 1 min.. 
 
4) Se incuba durante 2 horas a temperatura ambiente en agitación con la placa tapada, 
y a continuación se lava la placa 4 veces con tampón PET. 
 
5) Se reconstituye la mezcla de sustrato y plasminógeno con 12,5 mL de tampón 
imidazol, y se añade 200 µL a cada pocillo. Se incuba 90 min. a 37ºC. 
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6) Se detiene la reacción con 50 µL de tampón STOP, y se lee la absorbancia a  
405 nm. La concentración se calcula a partir de la curva de calibración. 
 
3.4.2.3. Determinación del tPA antigénico  
  
 La determinación de tPA antigénico se llevó a cabo utilizando un ensayo 
comercial tipo ELISA (TintElize tPA, Biopool). El ensayo cuantifica el tPA tanto libre 
como acomplejado con sus inhibidores, con la misma eficiencia. El protocolo aplicado 
es básicamente el mismo que se ha descrito anteriormente para el uPA antigénico, con 
la única diferencia de que los anticuerpos de captura y detección eran específicos para el 
tPA. El coeficiente de variación intraensayo e interensayo fue del 4% y 6%, 
respectivamente. 
  
3.4.2.4. Determinación del tPA funcional 
  
 Para analizar el tPA funcional se utilizó un ensayo cromogénico descrito 
previamente (386). La variabilidad intra e interensayo fue 8% y 12%, respectivamente. 
El ensayo consiste en la incubación de la muestra, conteniendo el tPA a valorar, con 
plasminógeno extrínseco. La plasmina formada es proporcional a la cantidad de tPA 
existente en la muestra problema y se cuantifica mediante un sustrato cromogénico 
específico. La fibrina soluble añadida se utiliza para acelerar la producción de plasmina 
por el tPA. 
 
 Básicamente, el protocolo utilizado es el siguiente: 
 
1) La fibrina soluble se prepara a partir de 5 mL de una solución de fibrinógeno (20 
mg/mL en tampón fosfato sódico 0,02 M, NaCl 0,3 M pH 7,3) a la que se añade 
Bathroxobin 0,025 mL (Reptilase 100BU/m) y se deja 46 horas a temperatura 
ambiente. El coágulo formado se coge con una varilla y se disuelve con 5 mL de 
urea 7 M, agitándose la muestra hasta su completa disolución. La fibrina soluble se 
diluye hasta obtener una concentración de 7 g/L y se congela en alícuotas a –70 ºC 
hasta su uso. 
 
2) 0,1 mL de muestra se diluye a 1/16 en tampón Tris-HCl 0,05 M pH 8,8, NaCl 0,1 
M, 0,1% Triton X-100 y se incuba con 0,1 mL de una mezcla que contiene 
plasminógeno 1 µM y el sustrato cromogénico S-2251 0,6 mM en el mismo tampón. 
A esta mezcla se le añade fibrina soluble a una concentración final de 0,07 g/L. 
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3) Se incuba durante 3-5 h a 37ºC y se mide la absorción a 405 nm, sustrayéndose la 
absorbancia a 492 nm, en un lector de microplacas EAR 400 AT. SLT 
(Labinstruments.). La concentración se calcula a partir de una curva de calibración 
realizada con distintas concentraciones conocidas de tPA. 
   
3.4.2.5. Determinación del receptor del uPA (uPAR) antigénico 
 
El receptor del uPA (uPAR) se determinó por un ELISA comercial (Imubind, 
total uPAR, American Diagnostica), en el extracto de membrana, puesto que este 
receptor se encuentra anclado en las membranas de las células. Tanto el uPAR libre 
como el acomplejado se detecta por este ensayo. La variabilidad intra e interensayo fue 
del 5% y 7%, respectivamente. 
 
3.4.2.6. Determinación del PAI-1 antigénico 
  
 El PAI-1 se determinó utilizando un ensayo comercial tipo ELISA (TintElize 
PAI-1, Biopool). El protocolo seguido fue prácticamente el mismo que el descrito en la 
determinación del uPA antigénico, pero en este caso se usan anticuerpos, de captura y 
detección, específicos para el PAI-1. El PAI-1 puede encontrarse en varias formas 
moleculares: activo, inactivo (latente) y acomplejado con tPA y uPA. El ensayo 
utilizado cuantifica todas las formas con la misma eficiencia. El coeficiente de variación 
intraensayo e interensayo fue del 3% y 7%, respectivamente. 
 
3.4.2.7. Determinación del PAI-1 funcional 
 
 El ensayo del PAI-1 funcional consiste en valorar su capacidad inhibitoria sobre 
el tPA de una cadena (sc-tPA) añadido, en un ligero exceso, a la muestra. En una 
primera etapa, parte del sc-tPA añadido a la muestra es inhibido por el PAI-1 de la 
muestra a determinar. Posteriormente, mediante acidificación se destruye la α2-
antiplasmina y otros inhibidores que puedan interferir en el ensayo. En una segunda 
etapa, la actividad residual del tPA añadido se mide introduciendo en la muestra una 
mezcla de plasminógeno, fibrina y sustrato cromogénico. Esto permite que el tPA 
funcional residual active al plasminógeno, produciendo plasmina, la cual actuará sobre 
el sustrato cromogénico. Así pues, la cantidad de color producida será proporcional a la 
cantidad de tPA de la muestra. El PAI-1 funcional se determina por la diferencia 
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 Básicamente, el protocolo utilizado es el siguiente (172): 
 
1) Se incuba un volumen de tPA (sc-tPA 26.000 U.I./vial. American Diagnostica) 
con un volumen igual de muestra a valorar o de una dilución de la muestra en 
tampón fosfato sódico 0,02 M pH 7,3, NaCl 0,1 M, durante 10 min. a temperatura 
ambiente (concentración final de tPA es 2 U.I./mL). 
 
2) La reacción se para mediante acidificación con un volumen igual de acetato 
sódico 1 M pH 3,9 durante 15 min. y posteriormente se diluye a 1/50 con tampón 
Tris-HCl 0,05 M pH 8,8, NaCl 0,1 M, Triton X-100 1%. 
 
3) El volumen obtenido se mezcla con un volumen igual de una mezcla que contiene 
1 µM plasminógeno (Chromogenix) y 0,6 mM S-2251 (Chromogenix) en el 
mismo tampón. A esta mezcla se le añade fibrina soluble a una concentración final 
de 0,07 g/L y se incuba durante 3 h a 37ºC. 
 
4) Se lee la absorción en un lector de microplacas EAR 400 AT. SLT 
(Labinstruments.) a 405 nm, sustrayéndose la absorbancia a 492 nm. Las muestras 
se leen frente a un blanco que contiene muestra y tPA, pero se acidifica 
inmediatamente sin periodo de incubación, el tratamiento posterior es igual al de 
la muestra.  
 
5) La actividad del tPA residual se determina midiendo la plasmina generada 
después de la adición de plasminógeno, fibrina soluble y sustrato cromogénico. 
 
6) El PAI-1 funcional se determina a partir de la diferencia entre el tPA añadido y el 
tPA residual. Se define como 1 U.I. de PAI-1 funcional, la cantidad que inhibe     
1 U.I. de sc-tPA en 10 min. a temperatura ambiente. Los valores de las muestras 
se dan en relación a una curva de calibración realizada con distintas 
concentraciones de patrón internacional de tPA. La variabilidad intra e 
interensayo fue de 6 y 9%, respectivamente. 
 
3.4.2.8. Determinación del PAI-2 antigénico 
 
El PAI-2 antigénico se cuantificó por un ELISA comercial (Imubind PAI-2, 
American Diagnostica). El ensayo reconoce con igual eficacia al PAI-2 libre y a los 
complejos PAI-2:uPA. La variabilidad intra e interensayo fue del 4.5% y 8%, 
respectivamente. El desarrollo del ensayo es equivalente al detallado para la cuantificación 
PAI-1 antigénico.  
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3.4.2.9. Determinación del PAI-3 antigénico 
 
Los niveles antigénicos de PAI-3 se midieron mediante un ELISA tipo 
sándwich, utilizando un anticuerpo anti-PAI-3 inmunopurificado, como se ha descrito 
previamente (133, 387). La variabilidad intra e interensayo fue 6% y 8%, 
respectivamente. 
  
3.4.2.10. Determinación de los complejos del PAI-3 (uPA:PAI-3 y tPA:PAI-3) 
 
Los complejos uPA:PAI-3 y tPA:PAI-3 se cuantificaron mediante ELISAs 
específicos, tal y como se ha descrito previamente (388). Las variabilidades intra e 
interensayo fueron 5-9% y 7-12%, respectivamente. 
  
3.4.2.11. Determinación de la metaloproteasa tipo 3 (MMP-3) antigénica 
 
Los niveles antigénicos de la MMP-3 se cuantificaron mediante un ensayo 
comercial tipo ELISA (MMP-3 ELISA, Oncogene). El ensayo detecta la MMP-3 libre, 
pero no los complejos MMP-3:TIMP. Las variabilidades intraensayo e interensayo 
fueron 5% y 9%, respectivamente. 
  
3.4.2.12. Determinación del inhibidor tisular de las MMPs tipo 1 (TIMP-1) 
antigénico 
 
Los niveles antigénicos de TIMP-1 se evaluaron mediante un ELISA comercial 
(TIMP-1 ELISA, Oncogene). El ensayo reconoce tanto las formas libres como las 
acomplejadas. La variabilidad intra e interensayo fue 4% y 7%, respectivamente. 
 
3.4.2.13. Determinación de los receptores de estrógenos (RE) y de progesterona 
(RPg) 
  
  La cuantificación de los niveles proteicos tanto de los receptores de estrógenos 
como de los de progesterona se realizó en la fracción citosólica, mediante ELISAs tipo 
“sándwich” (RE: ER-EIA Monoclonal and RPg ER-EIA Monoclonal; Abbot Laboratories, 
Abbot Park, IL). Los coeficientes de variación intra e interensayo fueron del 5,5-10,6% y 
5,8-9,1%, respectivamente en el caso de los receptores de estrógenos y 5,1-8,3% y 10,7-
14,1%, respectivamente en el caso de los receptores de progesterona. Para ambos tipos de 
receptores se consideraron positivas aquellas muestras con valores superiores a 15 fmol de 
receptores/mg de proteína, y negativas aquellas con valores menores o iguales a 15 fmol de 
receptores/mg de proteína. 
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 Las técnicas de inmunohistoquimia han alcanzado un nivel de desarrollo y 
estandarización tal que en la actualidad son accesibles a cualquier laboratorio clínico. 
Estas técnicas permiten revelar la localización exacta de una proteína a nivel tisular y, 
en cierta medida, cuantificarla. La inmunohistoquimia adquiere especial importancia en 
la detección de proteínas de un sistema de funcionamiento extracelular como es el 
fibrinolítico, ya que ni las medidas plasmáticas ni las de extractos tisulares pueden, por 
si solas, describir adecuadamente los fenómenos que tienen lugar en los diferentes 
tejidos. 
 
 Nosotros hemos empleado técnicas inmunohistoquímicas para la localización 
proteica a nivel tisular de uPA, PAI-1 y PAI-3. Los anticuerpos usados para la detección 
de uPA y PAI-1 fueron anticuerpos monoclonales purificados por afinidad y desarrollados 
en ratón contra uPA y PAI-1 humanos (American Diagnostica, INC, Greenwich, CT). El 
anticuerpo contra uPA se aplicó a una concentración de 10 µg/mL y el del PAI-1 a           
30 µg/mL. Para localizar el PAI-3 se usó un anticuerpo policlonal inmunopurificado y 
específico para el PAI-3 (fracción IgG), como previamente se ha descrito (387). Este 
anticuerpo se utilizó a una concentración de 10 µg/mL. Como controles negativos, en cada 
uno de los ensayos, se utilizaron 30 µg/mL de IgG preinmune de ratón y 10 µg/mL de IgG 
preinmune de conejo (American Diagnostica). 
 
 El protocolo aplicado se basa en el descrito previamente (389), y se desarrolla en 
una serie de pasos de desparafinación, hidratación, permeabilización, inmunodetección y 
revelado enzimático, tal y como se describe en la Figura 3.4. El protocolo consta de los 
siguientes pasos: 
 
Obtención de los cortes. 
 
1) Los bloques de tejido fijado y embebido en parafina se cortan en secciones de        
3 a 5 µm usando un microtomo de retracción (Microm), se depositan sobre 











2) Se desparafina durante 30 min. en xileno a 37ºC y se incuba 3 min. en etanol al 
100%. 
 
Bloqueo de la actividad peroxidasa endógena. 
 









5) Se tratan los cortes en tampón TBS con concentraciones crecientes de Tritón X-100 
(0,2%, 0,5% y 1%) durante 10 min. cada vez. 
 
Tratamiento con pepsina. 
 
6) Con el objeto de desenmascarar el antígeno, se tratan durante 3 min. a 37ºC con 
pepsina al 0,23% en 0,01N HCl. 
 
7) A continuación se lava dos veces con agua destilada y una con tampón TBS. 
 
Bloquear la unión inespecífica de avidina.  
 
8) Se incuba durante 20 min. con avidina al 0,1% en PBS a temperatura ambiente y se 
lava tres veces durante 3 min. con TBS. 
 
9) Se incuba 20 min. con d-biotina (1 mg/mL) en PBS a temperatura ambiente y lavar 
tres veces durante 3 min. con TBS. 
 
Bloquear la unión no específica del segundo anticuerpo. 
 
10) Se incuba 1 hora a temperatura ambiente con tampón TBS suplementado al 1% con 
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Incubación del primer anticuerpo. 
 
11) Los tejidos se incuban una noche a 4ºC con los anticuerpos primarios diluidos en 
PBS/azida sódica. Paralelamente, en cada experimento se tratan cortes contiguos 
con una IgG preinmune de ratón y una de conejo como controles.  
 
12) Al día siguiente se incuba durante una hora a temperatura ambiente y se lava tres 
veces durante 3 min. con Tritón X-100 al 0,5% en PBS. 
 
Incubación del segundo anticuerpo. 
 
13) Se incuba 15 min. con el segundo anticuerpo biotinilado (Jackson) de cabra contra 
IgG de ratón o conejo, en función del primer anticuerpo empleado, diluido al 1% 
en PBS suplementado con Tween 20 al 0,05%. 
 
14) Se lava tres veces durante 3 min. con 0,5% tritón X-100 en PBS. 
 
Incubación con el conjugado. 
 
15) Se incuba con streptavidina-pexoxidasa (Zymed) durante 10 min. y lavar tres veces 




16) Se incuba con el sustrato aminoetilcarbazol (AEC), en presencia del tampón 
adecuado y de peróxido de hidrógeno, durante 15 min.. Se lava con agua destilada. 
  
Teñido de núcleos. 
 
17) Se tiñen las preparaciones con hematoxilina de Gill 3X (Sigma) durante 2 min. y se 
lava abundantemente con agua corriente. 
 
Montaje y Visualización. 
 
18) Se procede entonces a cubrir los cortes con cubreobjetos y con medio de montaje 
acuoso GVA (Zymed). La visualización se lleva a cabo en un microscopio BH-2 
(Olympus) y el registro fotográfico se obtiene con películas de diapositiva de baja 
sensibilidad del tipo EPY-64T (Kodak).  
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Figura 3.4. Esquema del desarrollo de la técnica de inmunohistoquimia. Los cortes de tejido 
en parafina son pretratados tal y como se describe, e incubados con un anticuerpo específico. Se 
amplifica mediante un segundo anticuerpo biotinilado y se incuba con streptavidina conjugada con 
peroxidasa. Finalmente se añade un sustrato cromogénico para revelar la presencia del antígeno 







Remedios Castelló Cros. Material y Métodos                                        
 
 
3.5.2. HIBRIDACIÓN IN SITU 
 
 La hibridación in situ fue introducida en 1969 (390, 391). La técnica se basa en la 
capacidad que tienen las bases nitrogenadas de los ácidos nucleicos de establecer puentes 
de hidrógeno entre sí de un modo específico. Esto permite localizar la presencia de un 
RNA o DNA específico a nivel celular, mediante el uso de secuencias de RNA o DNA 
adecuadamente marcadas (sondas). Esta técnica es además un complemento a los estudios 
de inmunohistoquimia, ya que permite dilucidar el origen de las proteínas localizadas 
previamente mediante esta técnica inmunológica (392-394). 
  
 En nuestro estudio se utilizaron sondas de RNA de PAI-1 y uPA, para determinar 
qué células expresan estos genes en el cáncer de mama. Las sondas de RNA antisense (o 
contrasentido) ofrecen una combinación única de ventajas que las hace muy 
recomendables para su empleo en las técnicas de hibridación in situ para la detección de 
mRNAs específicos (395). En primer lugar, las sondas antisense aportan un gran aumento 
de la sensibilidad debido a la ausencia de fenómenos de competencia por reasociación de 
la propia sonda, en contraste con las sondas de DNA. Otra ventaja es la posibilidad de 
obtener sondas sense del mismo cDNA, tal y como se discute en el apartado Sondas, que 
está considerado como el perfecto control negativo frente a señales inespecíficas. Estas 
señales inespecíficas o background, pueden ser reducidas en la medida de lo posible 
mediante la acción de RNasas bajo condiciones en las cuales los híbridos RNA-RNA 
sonda-diana son resistente a su digestión, degradándose de este modo todo el exceso de 
sonda no hibridada. Además, la gran estabilidad de los híbridos RNA-RNA (396) permite 
unos lavados posthibridación a temperaturas relativamente altas, reduciéndose el riesgo de 
uniones inespecíficas y el ruido de fondo. Por otro lado, la síntesis in vitro de este tipo de 
sondas permite marcajes a una alta actividad específica (397). 
 
 Las sondas de PAI-1 y uPA nos fueron amablemente cedidas por el Dr. David 
Loskutoff del Scripps Research Institute (La Jolla, California), en forma de cDNA lineales 
obtenidos mediante la inserción de esta secuencia en un vector y posterior clonación (353, 
373). La sonda del PAI-1 consiste en un fragmento de 1253 pb de longitud las cuales 
incluyen parte del péptido señal y la totalidad de la secuencia codificante de proteína 
madura (96). La sonda de uPA consta de 1270 pb y está formada por una parte del péptido 
señal, toda la región de la cadena A de uPA y gran parte (a excepción de los últimos 42 
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 Básicamente, la técnica de hibridación in situ empleada por nosotros (398, 399) se 
compone de cinco fases secuenciales, tal y como se esquematiza en la Figura 3.5. Partimos 
de cortes de tejido de cáncer de mama embebido en parafina, los cuales son 
desparafinados, hidratados, fijados y permeabilizados en una primera fase de tratamientos 
previos a la hibridación. En una segunda fase, se procede a la hibridación propiamente 
dicha con la sonda radioactiva. La tercera fase de la técnica se compone de una serie de 
lavados encaminados a eliminar el exceso de sonda, dentro de la cual se incluye un 
tratamiento con RNasa y un proceso final de deshidratado de los cortes. La cuarta y quinta 
fase de este protocolo de hibridación in situ se corresponden al proceso de autorradiografía 
y a la tinción del tejido respectivamente.  
 
 Más detalladamente, el protocolo aplicado por nosotros para la detección de los 
mRNAs del PAI-1 y uPA, es el siguiente. 
 
3.5.2.1. Preparación de los cortes 
 
 Los bloques de tejido mamario embebidos en parafina, preparados según se 
describe en el apartado de Muestras, fueron cortados en un microtomo (Microm) de 
retracción a un espesor nominal de 5 µm y extendidos en un baño a 42ºC. Los cortes 
seriados se colocaron sobre portaobjetos pretratados (Fisher) y se dejaron secar al aire. 
En este proceso se tuvieron en cuenta todas las precauciones necesarias para la 
prevención de actividades ribonucleasas, como el uso de guantes y el tratamiento con 
DEPC del agua del baño. 
 
3.5.2.2. Síntesis de Sondas de RNA Marcadas con 35S 
 
 La síntesis de sondas de RNA se lleva a cabo mediante una transcripción in vitro 
de la secuencia codificante insertada en un plásmido por parte de una RNA polimerasa 
DNA dependiente, procedente de virus bacteriófagos (SP6, T7 y T3 normalmente) (400, 
401). Para ello es imprescindible que el plásmido que contiene el cDNA posea unas 
secuencias promotoras que las RNA polimerasas reconocerán como inicio de síntesis. 
Estas secuencias están orientadas de modo que la polimerasa siempre avanza en dirección 
al cDNA insertado en ese sitio de clonación. En la práctica esto permite obtener un RNA o 
su RNA complementario sólo variando la polimerasa empleada, o lo que es lo mismo, 
variando el sentido de lectura de la doble hélice de DNA. De este modo podemos obtener 
bien un RNA complementario del mRNA expresado in vivo, o bien un RNA idéntico al 
mRNA. El primero es útil como sonda, ya que es capaz de hibridar con el mRNA 
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expresado por el tejido en estudio y se denomina antisense (contrasentido). El segundo, 
denominado sense (sentido) sirve como control negativo ya que cualquier señal que se 
produzca al emplear esta sonda es debida única y exclusivamente a uniones inespecíficas 
que nada tienen que ver con procesos de hibridación. 
 
  En condiciones libres de RNasas se procedió al marcaje de la sonda. Para ello se 
pipetearon en un tubo de microcentrífuga 125 µCi de [γ35S]-UTP (Amersham). Se sometió 
entonces la muestra a una centrifugación a vacío (Savant) hasta secar la muestra 
completamente. El tubo se mantuvo en baño de hielo y, con las debidas precauciones 
contra la radiación, se fue añadiendo secuencialmente: 
 
1 µL tampón de transcripción 10X. 
  1 µL DTT 100 mM (Promega). 
  1 µL CTP 10 mM  
  1 µL ATP 10 mM  
  1 µL GTP 10 mM  
  2 µL H2O bidestilada tratada con DEPC. 
  1 µL (1µg) de DNA molde  
  1 µL (20 unidades) inhibidor RNasa  
  1 µL (20 unidades) SP6 RNA polimerasa (Boehringer Mannheim). 
 
 Esta mezcla se incubó a 37ºC durante una hora. Transcurrido este tiempo se añadió 
1 µL de polimerasa y se reanudó la incubación a 37ºC durante 30 min. más. 
 
 El proceso de síntesis de la sonda sense que nos serviría como control negativo se 
emplea la RNA polimerasa del fago T7. 
 
 Al final del período de incubación se llevó a cabo el siguiente protocolo de 
purificación del nuevo RNA sintetizado: 
 
1) Se añade 8 µL de agua con el objeto de diluir el glicerol presente en los tampones 
de los enzimas y que inhiben la acción DNasa, previamente a la incubación con     
1 µL (10 unidades) de DNasa I (libre de RNasa) durante 15 min. a 37ºC. Con este 
procedimiento se degrada el DNA plasmídico presente en la mezcla de reacción. 
 
2) Se añade 1 µL (stock 50 µg/µL) de tRNA con función de carrier. 
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3) Se lleva el volumen total a 50 µL con agua y se extrae en un volumen de 
fenol/cloroformo (49:1). Se recupera la fase acuosa en un nuevo tubo y se añade  
50 µL de agua bidestilada estéril a la fase fenólica. Se agita, se separan las fases 
por centrifugación y se añade la fase acuosa a la recuperada anteriormente. 
 
4) Se precipita el RNA añadiendo 40 µL de acetato amónico 7,5 M y 350 µL de 
etanol absoluto. Se mantiene una noche a -40ºC. 
 
5) El mismo día en que ha de ser utilizada la sonda se somete a centrifugación a 
13000 g durante 30 min. en centrífuga refrigerada a 4ºC. 
 
6) Se elimina el sobrenadante y se lava el precipitado con 1 mL de etanol al 75%. 
 
7) Se seca el pellet en centrífuga de vacío (Savant) y se redisuelve en 200 µL de agua 
bidestilada estéril tratada con DEPC. 
 
8) Una alícuota de 1 µL se disuelve en 4 mL de líquido de centelleo C-112 
(BioGreen) y se cuenta en un contador de centelleo (LKB). Las lecturas 
normales oscilan alrededor de 106cpm. 
 












3) Fijar en paraformaldehido al 4% durante 10 min. en hielo. 
 









5) Tratar con proteasa K (Boehringer Mannheim) a una concentración de 5 µg/mL en 
NaCl 0,5 M, Tris 10 mM pH 8,0, durante 10 min.. 
 




7) Prehibridar el corte de tejido con 100-300 µL de solución de prehibridación (50% 
formamida, 0,3 M NaCl, 20 mM Tris pH 8,0, 5 mM EDTA, 10% dextran sulfato, 
10 mM DTT, 1X solución de Denhardt) a 42ºC durante 1-3 horas en una cámara 
húmeda con 50% formamida, 4X SSC. 
 
8) Añadir entonces, directamente sobre el tejido, 20 µL de mezcla de hibridación por 
cada 100 µL de solución de prehibridación. Los tejidos se incuban con esta 
solución a 55ºC durante una noche en el interior de la cámara húmeda. 
 
Los 20 µL de mezcla de hibridación se preparan del siguiente modo: 
 
  * 1 µL de tRNA (10 mg/mL). 
  * volumen de sonda (cRNA marcado con 35S) para 600.000 cpm. 
  * volumen de agua estéril tratada con DEPC necesario para 3 µL. 
 
 hervir 3 min. en baño y enfriar rápidamente añadiendo 17 µL de solución de 




9) Lavar en 2X SSC, 2,5 mM EDTA dos veces durante 5 min.. 
 
Tratamiento con RNasa. 
 
10) Incubar durante 30 min. con tampón RNasa (0,5M NaCl, 10 mM Tris pH 8.0) con 




Cáncer de mama: Fibrinolisis y Metaloproteasas                                                                                      
 
 
11) Lavar en 2X SSC, 2,5 mM EDTA dos veces durante 5 min.. 
 
12) Lavar en 0,1X SSC, 1 mM EDTA con 3,5 mL de β-mercaptoetanol a 60ºC durante 
2 horas en constante agitación. 
 




14) Deshidratar en etanol al 50% y al 90% conteniendo acetato amónico 0,3 M durante 




Inmersión en la emulsión fotográfica. 
 
15) Fundir la emulsión NTB-2 (Kodak) a 42ºC durante 45 min.. Una vez en estado 
líquido, diluir 1:1 en agua destilada precalentada a la misma temperatura. Mantener 
en baño a 42ºC de 15-30 min. para eliminar las burbujas de la emulsión y proceder 




16) Dejar secar al aire en posición vertical durante unas 3 horas. Después las 
preparaciones se guardan en cajas con desecante, y se dejan exponer a 4ºC durante 




17) Después de dejar atemperar una hora para evitar condensaciones, se incuban las 
preparaciones en revelador D19 de Kodak durante 2 min. a 15ºC. 
 
18) Lavar en agua 20 segundos para detener el revelado. 
 
19) Incubar 5 min. en fijador Kodak a 15 ºC. 
 
20) Lavar 3 veces durante 5 min. con agua. 
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3.5.2.6. Teñido y Montaje 
 
Teñido de núcleos. 
 
21) Tratar 1 min. con mordiente (25 mM NaHCO3, 75 mM MgSO4). 
 
22) Teñir los núcleos celulares con hematoxilina de Gill 3X (Sigma) durante 2 min.. 
 
23) Lavar abundantemente con agua. 
 
Teñido de citoplasmas. 
 
24) Tratar de nuevo con el mordiente durante 1 min.. 
 
25) Incubar con 50% etanol en PBS 5 min.. 
 
26) Teñir 45 segundos con eosina alcohólica (Sigma). 
 
27) Lavar 4 veces durante 2 min. cada una en etanol absoluto. 
 




29) Montar los cubreobjetos con medio de montaje Permount (Fisher). 
 
3.5.2.7.  Microscopía 
 
 El resultado de todo este proceso es la aparición de unos precipitados de plata 
metálica sobre el tejido en aquellos lugares donde la emulsión fotográfica ha sido 
impresionada por la emisión radioactiva procedente de la sonda hibridada. Debido al 
pequeño diámetro de estos granos de plata, la observación de las preparaciones con 
microscopía óptica convencional sólo permite ver débilmente su señal. Para evidenciar la 
presencia de estos precipitados se recurre al uso de epiluminación en un microscopio de 
fluorescencia BH-2 RFCA (Olympus), usando un espejo dicroico tipo immunogold, el cual 
permite el paso de luz visible. Esto hace brillar intensamente los granos de plata resaltando 
sobre el fondo, siempre que la luz transmitida a través de la preparación sea lo 
suficientemente débil.  
97 
 































Figura 3.5. Esquema del desarrollo de la técnica de hibridación in situ. Los cortes de tejido en 
parafina son pretratados tal y como se describe, e hibridados frente a una sonda radioactiva 
complementaria de un determinado mRNA. Después de un intenso proceso de lavado, se cubren las 
preparaciones con emulsión fotográfica líquida y se exponen a 4ºC durante un período de entre 4 (PAI-1) 
y 8 (uPA) semanas. Posteriormente, se revela la señal y se tiñe el tejido con hematoxilina-eosina para 
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3.6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
 Para evaluar las diferencias entre las medias de las variables cuantitativas 
analizadas entre dos grupos clínicos se empleó el test t de Student o el de Mann-
Whitney (siguiendo las recomendaciones del paquete estadístico en función del tamaño 
de la población). 
 
 Cuando se analizó las medias para un parámetro dado entre más de dos grupos se 
utilizó un test de ANOVA de una sola vía. En el caso de que este test detectaba diferencias 
significativas entre las medias de cada grupo, se realizó un test Tukey para establecer que 
grupos presentabas diferencias estadísticamente significativas entre sí. 
 
 Los niveles de significación de las correlaciones entre las variables se calcularon 
mediante la correlación bivariante de Pearson, correlación parcial y el  test de regresión 
lineal múltiple. 
 
 Los resultados se consideraron  estadísticamente significativos cuando  p<0,05. 
 
 Todos estos análisis fueron realizados con la ayuda del paquete estadístico SPSS 














 4. RESULTADOS 
 
 
«No hay camino sin piedras, 
ni esfuerzo sin recompensas.» 
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4.1. CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA MEDIANTE             
PCR-CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL  
 
 La cuantificación de los niveles de mRNA es un aspecto importante en los 
estudios de expresión génica y en la comprensión de los mecanismos que regulan la 
actividad génica. La cuantificación de mRNA de uPA, PAI-1, PAI-3, MMP-3 y TIMP-
1 se llevó a cabo en 76 tejidos de cáncer de mama mediante la técnica de la PCR 
cuantitativa en tiempo real. Así, se determinaron los niveles de expresión de estos 
componentes tras una previa optimización de las condiciones de la PCR, que incluyó el 
diseño de cebadores específicos para cada uno de los genes, optimización de las 
concentraciones de estos cebadores y de MgCl2, así como de las temperaturas y 
tiempos de la PCR. Todo ello permitió llevar a cabo la cuantificación génica de estos 
componentes con una alta eficiencia, reproducibilidad, sensibilidad y especificidad. 
 
 
4.1.1. EFICIENCIA DE LA AMPLIFICACIÓN EN LA PCR CUANTITATIVA 
 
 La eficiencia de una reacción de PCR se define como el porcentaje de 
conversión de DNA molde a producto por ciclo. El máximo valor para la eficiencia es 
2, donde todas las moléculas de DNA existentes tras el ciclo anterior son amplificadas 
en cada ciclo subsiguiente, y el mínimo valor es 1, que es cuando no se ha producido 
amplificación alguna. 
 
 Para una exacta cuantificación es necesario que la eficiencia de los estándares y 
de las muestras sean muy similares y a ser posible por encima del 90%, puesto que 
pequeñas variaciones en la eficiencia de la amplificación conlleva a considerables 
variaciones en los valores de concentración. La eficiencia de la PCR depende, entre 
otros factores, de la calidad de los cebadores diseñados, de las condiciones de 
amplificación, del fragmento amplificado y de la pureza de la muestra.  
 
 Se determinó la eficiencia de la reacción en una serie de estándares  y de 
muestras. Para ello hicimos, por duplicado, una serie de diluciones  seriadas 1:10 de 
cada uno de ellos y se representó el punto de corte (Cp) de cada uno de ellos con 
respecto al logaritmo de su concentración. La eficiencia se calculó a partir de la 
pendiente de la recta resultante de dicha  representación: 
 
Eficiencia = 10-1/pendiente 
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 Para cada uno de los genes, las diferencias de la eficiencia entre las distintas 
muestras no debe ser superior a ± 0,05 (± 2,5%). 
 
 Se obtuvo una eficiencia similar para los estándares y para las muestras en todos 
los genes estudiados (Tabla 4.1). 
 







uPA 1,90 95% 
PAI-1 1,87    93,5% 
PAI-3 1,90 95% 
MMP-3 1,86 93% 
TIMP-1 1,88 94% 
















4.1.2. REPRODUCIBILIDAD DE LA PCR CUANTITATIVA 
 
 La reproducibilidad es un parámetro clave a tener en cuenta en la PCR 
cuantitativa. La reproducibilidad determina la mínima diferencia en la concentración 
inicial de la muestra que el ensayo puede distinguir. Debido a la naturaleza exponencial 
de la amplificación por PCR, la imprecisión en el ensayo de PCR es mucho mayor que 
el observado en los ensayos químicos o inmunológicos. 
 
 Todos los pasos realizados durante el análisis de PCR, desde la preparación de 
la muestra hasta la detección final de los productos de la PCR, influyen en la 
reproducibilidad del ensayo. Otros puntos determinantes en la reproducibilidad son la 
precisión en el pipeteo (especialmente cuando se trabaja con pequeños volúmenes, 
como es nuestro caso), la eficiencia de la PCR y la instrumentación usada. 
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 El coeficiente de variación (CV) de los puntos de corte (Cp) se utiliza 
habitualmente como un indicador de la reproducibilidad. El CV de un conjunto de 
datos se determina dividiendo la desviación estándar (DS) por la media aritmética (X) 
de dichos valores. 
 
CV  = DS/ X 
 
La variabilidad intraensayo se determinó a partir de 11 muestras y 5 estándares, 
las cuales se cuantificaron por triplicado. Los datos obtenidos se muestran en la      
Tabla 4.2. La diferencia absoluta en los valores de Cp fue inferior a 0,57 ciclos para 
cada triplicado de la muestra. La variabilidad interensayo (Tabla 4.2) se calculó en las 
mismas muestras en tres días diferentes. En este caso las diferencias absolutas en el Cp 
para una misma muestra fueron inferiores a 1,2 ciclos.  
 
Tabla 4.2. Determinación de la reproducibilidad intra- e interensayo de la PCR cuantitativa. Se 
han usado 11 muestras y 5 estándares para estas determinaciones para cada uno de los genes. Los valores 






uPA 0,33% 0,40% 
PAI-1 0,45% 0,56% 
PAI-3 0,53% 0,68% 
MMP-3 0,51% 0,70% 
TIMP-1 0,50% 0,60% 




4.1.3. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA PCR CUANTITATIVA 
 
 Para determinar la mínima cantidad de cDNA que puede ser cuantificada 
mediante la PCR cuantitativa en tiempo real para cada uno de los genes estudiados, se 
construyó una curva patrón para cada uno de ellos a partir de diluciones seriadas (1:10) 
de cDNA de concentración conocida, y la curva comprendía desde 106 a 10 copias 
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(Figura 4.1). Todas las curvas de calibración mostraron coeficientes de correlación 
superiores a 0,99, lo que indica la existencia de una precisa relación lineal. El límite de 
detección fue el mismo para todos los genes y fue de 10 copias de cDNA. Estos datos 
indican que se trata de una técnica de una gran sensibilidad. 
  
Figura 4.1. Determinación de la sensibilidad de la PCR cuantitativa en tiempo real. En la 
parte superior se observan las curvas de amplificación (líneas continuas) de las diferentes diluciones del 
PAI-1 desde 106 a 10 copias de cDNA, cada uno de las muestras se repitió por triplicado. Las líneas con 
cruz (-x-) corresponden a los controles negativos de la reacción. En la parte inferior se observa la curva 
de calibración generada al representar el logaritmo del número de copias de los calibradores frente a su 
Cp. Similares resultados se obtuvieron para el uPA, PAI-3, MMP-3, TIMP-1 y  β-actina. 
 
 
Para determinar la especificidad de este método hay que tener en cuenta que el 
SYBR Green I se intercala en cualquier DNA de doble cadena. Así pues, se detectan 
tanto el producto deseado como productos no deseados y dímeros de cebadores. Por lo 
tanto, es necesario comprobar que el producto amplificado es el deseado y determinar 
así la especificidad de la amplificación. Para ello se utilizaron los siguientes métodos: 
 
A) Curva de desnaturalización (Melting curve). Este método se lleva a cabo por el 
software acoplado al termociclador y consiste en, una vez amplificado el fragmento, 
aumentar lentamente la temperatura por encima de la temperatura de desnaturalización. 
De esta manera, cuando se alcance la temperatura de desnaturalización del fragmento, 
el fluoróforo se liberará, disminuyendo bruscamente la fluorescencia (Figura 4.2). Los 
valores de fluorescencia son convertidos en curvas de desnaturalización, mediante la 
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representación de la derivada negativa de la fluorescencia respecto a la temperatura 
versus la temperatura (-dF/dT vs T) (402) (Figura 4.2). Debido a que la temperatura de 
desnaturalización de un fragmento específico depende de su longitud, su secuencia de 
bases y su contenido en GC (380, 403), las curvas de desnaturalización (o la 
temperatura de desnaturalización) son características de cada fragmento, pudiendo así 
identificar los fragmentos amplificados. En nuestros resultados se obtuvo un único pico 
característico para cada producto amplificado. En la Figura 4.2 se observan los 
resultados para una PCR del TIMP-1. Los resultados fueron similares para el resto de 
genes estudiados. Puesto que se han descrito discrepancias entre los resultados 
obtenidos mediante el método de la curva de desnaturalización y el de electroforesis en 
gel de agarosa (380), es necesario comprobar que sólo se ha amplificado realmente el 





Figura 4.2. Curvas de desnaturalización para el TIMP-1. Las líneas punteadas (-x- o -+-) 
corresponden a los controles negativos de la transcripción reversa y de la PCR, en donde no se observa 
ninguna amplificación. Las líneas punteadas (-• -) y de color rosa corresponden a los estándares y el 
resto a diferentes muestras. Tanto los productos de los estándares como los de las muestras se 
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B) Gel de agarosa. Una vez finalizada la reacción de PCR cuantitativa, la mezcla 
de reacción se recoge por centrifugación inversa, se diluye (1/10) y se aplica a un gel de 
agarosa (2%). El gel se tiñe con bromuro de etidio y se observan los productos 
amplificados. En la Figura 4.3 se observan los resultados obtenidos para cada uno de 
los genes amplificados. Se puede observar que se obtiene una sola banda para cada uno 
de los genes, lo cual indica que el producto amplificado es específico, y además es el 






1       2      3       4     5      6       7      8      9 
 
Figura 4.3. Gel de agarosa de los productos amplificados por PCR cuantitativa en tiempo 
real. Cada una de las bandas corresponden a un producto distinto: (1) β-actina, (3) uPA, (4) PAI-1, (5) 
PAI-3, (7) MMP-3, (8) TIMP-1. Las líneas 2, 6 y 9 corresponden a un marcador de pesos moleculares de 
100 pares de bases. 
 
 
Así pues, tanto la curva de desnaturalización, en el cual se obtuvo un solo pico 
para cada uno de los genes estudiados, como la electroforesis en gel de agarosa de los 
productos amplificados, en la que se obtuvo una banda del tamaño esperado para cada 
uno de los genes, indicaron que la técnica del PCR cuantitativa en tiempo real  mostró 
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4.2. ANÁLISIS DE LOS NIVELES DE mRNA DE DISTINTOS 
COMPONENTES DE LOS SISTEMAS FIBRINOLÍTICO Y DE LAS 
METALOPROTEASAS 
 
 El estudio de la cuantificación génica de diversos componentes del sistema 
fibrinolítico y del de las metaloproteasas se llevó a cabo utilizando la RT-PCR 
cuantitativa en tiempo real y la β-actina como gen control. La β-actina es un gen de los 
denominados genes constitutivos o “housekeeping”, por lo que su nivel de expresión 
debería permanecer constante. Sin embargo, se ha descrito que diversos tratamientos y 
patologías pueden alterar su expresión (404, 405). Por ello, en primer lugar, se 
comprobó que los niveles de expresión de la β-actina no presentaban variaciones en los 
diversos grupos en que fueron clasificadas las pacientes. Así pues, una vez realizada 
esta comprobación, se eligió como gen control, y los valores de mRNA de los genes 
analizados se representan  como el cociente entre las copias de mRNA del gen en 
estudio y las de la β-actina [copias mRNA (gen/β-actina)]. 
 
 En el estudio se analizó la expresión de uPA, PAI-1, PAI-3, MMP-3 y TIMP-1 
en el tejido de 76 pacientes de cáncer de mama.  
 
 Como se puede observar en la Tabla 4.3, el tejido canceroso de las pacientes 
con afectación ganglionar presentaron niveles de expresión de uPA significativamente 
mayores (3,08 ± 0,33 [copias mRNA (uPA/β-actina)x100]) que el de las pacientes sin 
nódulos afectados (2,13 ± 0,18 [copias mRNA (uPA/β-actina)x100]) (Figura 4.4). 
 
 Tal y como se muestra en la Tabla 4.3 y en la Figura 4.4, la expresión de PAI-1 
también aumentó significativamente (p < 0,01) en pacientes con afectación ganglionar 
(1,17 ± 0,18 [copias mRNA (PAI-1/β-actina)x100]) con respecto a las pacientes sin 
nódulos afectados (0,57 ± 0,06 [copias mRNA (PAI-1/β-actina)x100]). 
 
Los niveles de mRNA del TIMP-1, también se incrementaron 
significativamente en pacientes del grupo N1 con respecto a los del N0 (4,30 ± 0,34 vs 
3,08 ± 0,28 [copias mRNA (TIMP-1/β-actina)x100]), p<0,01) 
 
 Sin embargo, los niveles de mRNA del PAI-3 y MMP-3, no difirieron 
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Tabla 4.3. Niveles de expresión génica de componentes de los sistemas  fibrinolítico y de las 
metaloproteasas en tejido tumoral de pacientes sin (N0) y con (N1) afectación ganglionar. Los valores de 
mRNA se expresan como media ±  error estándar medio (X ± EEM [copias mRNA (PAI-1/β-actina)x100]). 
 
 N0 
(n = 38) 
N1 




uPA mRNA 2,13 ± 0,18 3,08 ± 0,33 p < 0,05 
PAI-1 mRNA 0,57 ± 0,06 1,17 ± 0,18 p < 0,01 
PAI-3 mRNA 5,09 ± 1,21 3,91 ± 0,94 NS 
TIMP-1 mRNA 3,08 ± 0,28 4,30 ± 0,34 p < 0,01 































   N0   N1             N0   N1             N0   N1 
     uPA                PAI-1             TIMP-1 
 









  * p< 0,05    ** p < 0,01ura 4.4. Niveles de mRNA de componentes de los sistemas fibrinolítico y de las 
asas en tejido tumoral de pacientes sin (N0) y con (N1) afectación ganglionar. 
108 
 
Remedios Castelló Cros. Resultados                                                                                                   
 
 
 La variación de los niveles de mRNA de los componentes estudiados con la  
gravedad del cáncer de mama se muestra en la Tabla 4.4. El test de ANOVA indicó que 
los niveles de mRNA de uPA aumentaron significativamente con la gravedad del tumor 
y, además, estos niveles fueron estadísticamente superiores en el estadio de mayor 
gravedad (IIB: 3,47 ± 0,56 [copias mRNA (uPA/β-actina)x100]) que en el de menor 
gravedad (I: 2,07 ± 0,24 [copias mRNA (uPA/β-actina)x100]) (Figura 4.5). 
 
 Los niveles de mRNA del PAI-1 aumentaron significativamente con la 
gravedad del tumor (p < 0,05). La expresión génica de PAI-1 fue significativamente 
mayor en el estadio de mayor gravedad (IIB: 1,19 ± 0,25 [copias mRNA/β-
actina)x100]) en comparación con el de menor gravedad (I: 0,51 ± 0,07 [copias mRNA                     
(PAI-1/β-actina)x100]) (Tabla 4.4, Figura 4.5). 
 
 Los niveles de mRNA del TIMP-1 también aumentaron significativamente con 
la gravedad del tumor (p < 0,05) y además estos niveles fueron estadísticamente 
mayores en el estadio IIB (4,88 ± 0,57 [copias mRNA (TIMP-1/β-actina)x100]) con 
respecto a los del estadio IIA (3,31 ± 0,31 [copias mRNA (TIMP-1/β-actina)x100]) y a 
los del I (3,14 ± 0,36 [copias mRNA (TIMP-1/β-actina)x100])  (Tabla 4.4, Figura 4.5). 
 
 Los niveles de expresión génica de PAI-3 y de MMP-3 no mostraron ninguna 
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Tabla 4.4. Niveles de mRNA de diversos componentes de los sistemas fibrinolítico y de  las 
metaloproteasas en extractos tisulares de cáncer de mama en función del estadio. Los valores de mRNA 
se expresan como X ± EEM ([copias mRNA (uPA/β-actina)x100]). 
 
Significación estadística   
Estadio I 
(n = 17) 
 
Estadio IIA 
(n = 39) 
 
Estadio IIB
(n = 20) ANOVA I-IIA I-IIB IIA-IIB 
uPAmRNA 2,07 ±0,24 2,41 ± 0,22 3,47 ± 0,56 p <0,05 NS p <0,05 NS 
PAI-1mRNA 0,51 ± 0,07 0,86 ± 0,12 1,19 ± 0,25 p <0,05 NS p <0,05 NS 
PAI-3mRNA 2,19 ± 0,71 5,24 ± 1,23 4,98 ± 1,5 NS NS NS NS 
MMP-3mRNA 0,19 ± 0,05 0,19 ± 0,03 0,17 ± 0,02 NS NS NS NS 
































mama en f* p< 0,05igura 4.5. Niveles de mRNA de uP
unción del estadio. *   I    IIA  IIB             I    IIA  IIB             I    IIA  IIB
     uPA                   PAI-1                 TIMP-1
           Estadios del cáncer de mama A, PAI-1 y TIMP-1 en extractos tisulares de cáncer de 
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4.2.1. CORRELACIONES EN LA EXPRESIÓN DE LOS COMPONENTES 
DE LOS SISTEMAS FIBRINOLÍTICO Y DE LA METALOPROTEASAS 
 
4.2.1.1. Correlaciones en la expresión génica 
 
 Cuando se analizaron las correlaciones existentes entre los niveles de mRNA de 
los diversos componentes estudiados tanto del sistema fibrinolítico como del de las 
metaloproteasas, se observa que los niveles de mRNA del activador fibrinolítico uPA y 
de su principal inhibidor PAI-1 se correlacionaron positiva y significativamente            
(r = 0,365, p<0,01) (Figura 4.6, gráfico A). Estos resultados indican que probablemente 
la expresión de uPA y  PAI-1 esté regulada de una manera coordinada. 
 
Por otro lado se obtuvo una correlación positiva entre la expresión génica del 
PAI-1 y del TIMP-1 (r = 0,301 p < 0,05) (Figura 4.6, gráfico B). Por lo tanto, podría 
haber elementos que regulen simultáneamente la expresión de estos dos inhibidores, 
controlando a su vez tanto el sistema fibrinolítico como el de las metaloproteasas. 
 
La expresión génica de uPA también se correlacionó positiva y 
significativamente con la expresión de TIMP-1 (Figura 4.6, gráfico C). 
 
En cuanto al resto de componentes no se observó ninguna correlación 
significativa entre sus niveles de expresión génica, aunque se observó una correlación 
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r = 0,293 
p < 0,05 
Figura 4.6. Correlación entre los niveles de expresión génica de diversos componentes del 
sistema fibrinolítico y de las metaloproteasas. 
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4.3. ANÁLISIS DE LOS NIVELES PROTEICOS DE LOS COMPONENTES 
DEL SISTEMA FIBRINOLÍTICO EN EXTRACTOS TISULARES 
 
 La cuantificación de los niveles antigénicos de los componentes del sistema 
fibrinolítico en 86 pacientes diagnosticadas de cáncer de mama se realizó tanto en la 
fracción citosólica (citosol) como en el conjunto de la fracción citosólica más la de 
membrana (total), excepto en el caso del uPAR puesto que al ser una proteína de 
membrana se analizó únicamente en la fracción de membrana. Sin embargo, los niveles 
funcionales de uPA, tPA y PAI-1 se determinaron únicamente en la fracción citosólica, 
puesto que el tratamiento con Tritón X-100, para solubilizar las proteínas de 
membrana, desnaturaliza las proteínas alterando la actividad funcional de las mismas. 
 
 
4.3.1. ACTIVADORES FIBRINOLÍTICOS 
 
 Los niveles del uPA antigénico (uPAag) fueron significativamente mayores en 
tejido canceroso de pacientes con afectación ganglionar (N1) que en el de pacientes sin 
afectación ganglionar (N0), tanto en la fracción citosólica (0,69 ± 0,14 vs 0,36 ± 0,06 
ng/mg, p<0,05), como en el conjunto de la fracción citosólica más la fracción de 
membrana (3,28 ± 0,45 vs 2,27 ± 0,18 ng/ mg, p<0,05) (Tabla 4.5) (Figura 4.7). Las 
pacientes con afectación ganglionar también presentaron niveles significativamente 
mayores de uPA funcional (uPAfc) (0,26 ± 0,06 vs 0,59 ± 0,08 ng/mg, p<0,05) (Tabla 
4.5) (Figura 4.7). Este incremento significativo en pacientes con afectación ganglionar 
también fue observado en el caso de los niveles de mRNA del uPA (Tabla 4.3, Figura 
4.4). Por lo tanto, el incremento de la expresión tanto génica como proteica del uPA en 
el cáncer de mama está asociada con la afectación ganglionar, por lo que cabe pensar 
que el uPA podría desempeñar un importante papel en este proceso. 
  
En cuanto a los valores de tPA antigénico (tPAag) y funcional (tPAfc) y  uPAR 
antigénico (uPARag), no se encontraron diferencias estadísticamente significativas 
entre los grupos estudiados, aunque los valores observados de estos activadores en 
pacientes con afectación ganglionar fueron ligeramente superiores que en pacientes sin 
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Tabla 4.5. Niveles de activadores del plasminógeno en tejido tumoral de pacientes sin (N0) y 
con (N1) afectación ganglionar. Los datos se expresan como X ± EEM; afracción citosólica (citosol); 
bfracción citosólica más de membrana (total); cfracción de membrana; NS = No significación estadística. 
 
 N0 
(n = 47) 
N1 
(n = 39) 
Significación 
estadística 
uPAag (ng/mg) 0,36 ± 0,06a 
2,27 ± 0,18b 
0,69 ± 0,14 
3,28 ± 0,45 
p < 0,05 




0,26 ± 0,06a 
 
0,59 ± 0,08 
 
 
p < 0,01 
tPAag (ng/mg) 5,89 ± 0,58a 
21,59 ± 2,43b 
7,31 ± 0,63 






1,41 ± 0,24a 
 




uPARag (ng/mg) 3,79 ± 0,37c 
 
























   N0    N1            N0   N1                                     N0   N1 
   Citosol             Total                                       Citosol 
 







conjunto de la  * p < 0,05   ** p < 0,01 a 4.7. Niveles de activadores del plasminógeno en tejido tumoral de pacientes  sin (N0) y 
ación ganglionar. Se han representado los valores de la  fracción citosólica (citosol) y del 
 fracción citosólica y de membrana (total), para  uPAag  y  uPAfc. 
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De acuerdo con la clasificación TNM, las pacientes fueron agrupadas en 
diversos estadios según la gravedad del cáncer de mama. Siendo la gravedad del 
estadio IIB mayor que la del IIA y ésta a su vez mayor que la del estadio I. 
Tanto los niveles de uPAag en la fracción citosólica como en el conjunto de la 
fracción citosólica más de membrana aumentaron significativamente con la gravedad 
del cáncer de mama, según el test de ANOVA (p < 0,05) (Tabla 4.6). También se 
observó un incremento significativo en las concentraciones de uPAag en el estadio IIB 
con respecto al I, tanto en la fracción citosólica (0,80± 0,18 vs 0,33 ± 0,10  ng/mg, 
p<0,05) como en el total (3,63 ± 0,64 vs 2,00 ± 0,25 ng/mg, p< 0,05), y con respecto a 
IIA en la fracción citosólica (0,41 ± 0,08 vs 0,80 ± 0,18 ng/mg, p < 0,05) (Figura 4.8, 
gráficos A y B). Los niveles de mRNA de uPA también incrementaron 
significativamente con la gravedad del tumor (Tabla 4.4) (Figura 4.5), y al igual que los 
antigénicos, mostraron valores significativamente mayores en el grado IIB con respecto 
al I, indicando un importante papel del uPA en el desarrollo del cáncer de mama. 
Las concentraciones de uPAfc aumentaron significativamente con la gravedad del 
tumor (p < 0,01) (Tabla 4.6). Los niveles en el estadio IIB (0,70 ± 0,13 ng/mg) fueron 
significativamente mayores que con respecto al estadio I (0,26 ± 0,09 ng/mg) y con 
respecto al estadio IIA (0,30 ± 0,04 ng/mg) (Figura 4.8, gráfico A). 
Los niveles totales (fracción citosólica más fracción de membrana) de tPAag 
aumentaron significativamente con la gravedad del tumor (p < 0,05). Los niveles 
totales de tPAag en el estadio IIB fueron significativamente superiores que en el estadio 
I  (28,01± 3,04 vs 17,86 ± 2,20 ng/mg, p<0,05) (Figura 4.8, gráfico B).  El tPA de la 
fracción citosólica no mostró ninguna diferencia estadística entre los grupos estudiados, 
aunque se observó una ligera tendencia a aumentar con la gravedad del tumor. El tPAfc 
no mostró cambios significativos entre los estadios. 
El uPAR, estudiado únicamente en la fracción de membrana, no mostró 





























































ura 4.8. Niveles de los activadores fibrinolíticos en ex
 del estadio. En el gráfico A se representan los niveles 
citosol) y en el gráfico B los niveles de uPAag y tP
ás de membrana (total). 
116 **
        **        I     IIA    IIB                                    I     IIA  IIB
             Citosol                                       Citosol 
  










         I    IIA  IIB                                       I     IIA   IIB
             Total                                           Total 
 
            Estadios del cáncer de mama
* p < 0,05tractos tisulares de cáncer de mama 
de uPAag y de uPAfc en la fracción 
Aag, en el conjunto de la fracción 
 
Remedios Castelló Cros. Resultados                                                                                                   
 
 
Tabla 4.6. Niveles de los activadores del plasminógeno en extractos tisulares de cáncer de 
mama en función del estadio. Los datos se expresan como X ± EEM; a fracción citosólica (citosol);             
b fracción citosólica más de membrana (total);  c fracción de membrana  NS = No significación estadística. 
 
Significación estadística   
Estadio I  
(n = 23) 
 
Estadio IIA 
(n = 39) 
 
Estadio IIB 
(n = 24) 
ANOVA I-IIA I-IIB IIA-IIB 
uPAag 
(ng/mg) 
0,33 ± 0,10a 
2,00 ± 0,25b 
0,41 ± 0,08 
2,53 ± 0,23 
0,80± 0,18 
3,63 ± 0,64 
p < 0,05 
p < 0,05 
NS 
NS 
p < 0,05 





0,26 ± 0,09a 0,30 ± 0,04 0,70 ± 0,13 p < 0,01 NS p < 0,01 p < 0,01 
tPAag  
(ng/mg) 
5,23 ± 0,59a 
17,86 ±2,20b 
6,63 ± 0,56 
24,66 ± 2,45 
7,70 ± 1,18 
28,01± 3,04 
NS 









1,77 ± 0,38a 1,30 ± 0,28 1,65 ± 0,36 NS NS NS NS 
uPARag  
(ng/mg) 




4.3.2. INHIBIDORES FIBRINOLÍTICOS 
 
 En el presente trabajo, se han analizado los niveles antigénicos de los tres 
inhibidores del sistema fibrinolítico PAI-1 (PAI-1ag), PAI-2 (PAI-2ag), y PAI-3    
(PAI-3ag) y del PAI-1 funcional (PAI-1fc) en extractos tisulares de cáncer de mama. 
Por otra parte, se describe por primera vez la presencia del PAI-3 en tejido de cáncer de 
mama, puesto que según nuestros conocimientos, no existen datos en la literatura que 
describan la presencia del PAI-3 en este tipo de cáncer. Además, se analizan, tanto en 
la fracción citosólica (citosol) como en el conjunto de la fracción citosólica más de 
membrana (total), los complejos del PAI-3 con dos de los activadores fibrinolíticos, el 
uPA y el tPA. Puesto que en numerosos casos los niveles de estos complejos se 
encontraron por debajo del límite de detección (< 0,01 ng/mg), los valores mostrados 
son el porcentaje de casos en los cuales las concentraciones de estos complejos se 
encuentran por encima del límite de detección. En los resultados sólo se muestran los 
porcentajes de los complejos en la fracción total, ya que son idénticos a los obtenidos 
en la fracción citosólica. 
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En la Tabla 4.7 se muestran los niveles de los inhibidores estudiados en 
pacientes sin (N0) y con (N1) afectación ganglionar. Los niveles totales de PAI-1ag del 
grupo N1 (4,63 ± 0,49 ng/mg) fueron significativamente superiores que los del grupo N0     
(3,23 ± 0,44 ng/mg) (Tabla 4.7) (Figura 4.9). Los niveles de mRNA del PAI-1 también 
aumentaron significativamente en pacientes con afectación ganglionar (Tabla 4.3, 
Figura 4.4). Ello sugiere que el PAI-1 jugaría un importante papel en este proceso. 
Además, en 39 de estas pacientes se evaluaron los niveles antigénicos y funcionales de 
PAI-1 en plasma, pero no se observaron correlaciones entre éstos y los tisulares (datos 
no mostrados). 
 
Sin embargo, no se observó diferencias significativas en los niveles de PAI-2 y 
PAI-3 entre pacientes con y sin afectación ganglionar (Tabla 4.7). Los niveles de 
mRNA del PAI-3 tampoco diferencias significativas entre estos dos grupos (Tabla 4.3).  
 
 El porcentaje de pacientes con niveles detectables del complejo uPA:PAI-3 fue 
significativamente superior en el grupo N1 (30 %) que en el grupo N0 (63 %) (Tabla 
4.7). Aunque también se evidenció un ligero aumento en el porcentaje de pacientes con 



















Figura 4.9. Niveles 
afectación ganglionar (N0). 
                 N0       N1 
    Total 
    Afectación ganglionar * p < 0,05totales de PAI-1ag en tejido tumoral  de pacientes sin (N1) y con 
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Tabla 4.7. Niveles de los inhibidores fibrinolíticos y sus complejos en tejido tumoral de 
pacientes sin (No) y con (N1) afectación ganglionar. Los datos se expresan como X ± EEM; a fracción 
citosólica (citosol);  b fracción citosólica más de membrana (total), cporcentaje de pacientes, con respecto 
al total, que presentan niveles de complejos por encima del límite de detección.  NS = No significación 
estadística.   
  
 N0 
(n = 47) 
N1 
(n = 39) 
Significación 
estadística 
PAI-1ag (ng/mg) 1,23 ± 0,14a 
 3,23 ± 0,44b 
1,54 ± 0,18 
4,63 ± 0,49 
NS 
p < 0,05 
PAI-1fc (U/mg) 1,14 ± 0,40a 1,86 ± 0,43 NS 
PAI-2ag (ng/mg) 1,59 ± 0,25a 
1,86 ± 0,33b 
1,81 ± 0,27 
2,18 ± 0,35 
NS 
NS 
PAI-3ag (ng/mg) 43,74 ± 3,61a 
211,6 ± 16,5b 
42,70 ± 2,36 
224,55 ± 16,34 
NS 
NS 
uPA:PAI-3 (%)c 30 63 p < 0,05 




En la Tabla 4.8, se puede apreciar que los niveles de PAI-1ag total aumentaron 
significativamente con la gravedad del tumor (p < 0,05). También se observó un 
incremento significativo en las concentraciones de PAI-1ag total en el estadio IIB con 
respecto al I (4,84 ± 0,64 vs. 2,53 ± 0,43  ng/mg, p<0,05) (Tabla 4.8) (Figura 4.10). Los 
niveles de PAI-1fc fueron más elevados en los estadios de mayor gravedad aunque 
estos incrementos no fueron estadísticamente significativos. Los niveles de mRNA del 
PAI-1 también aumentaron significativamente con la gravedad del tumor (Tabla 4.4, 
Figura 4.5) y, al igual que los antigénicos, los niveles de mRNA eran 
significativamente superiores en el estadio de mayor gravedad con respecto al de 
menor, lo que sugiere que el PAI-1 estaría implicado en el desarrollo del cáncer de 
mama. 
 
 El PAI-2ag no presentó variaciones estadísticamente significativas entre los 
estadios estudiados, aunque se observó que sus niveles, tanto en la fracción citosólica 
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como en el conjunto de la fracción citosólica más de membrana, disminuyeron en el 
estadio IIB con respecto al I y al IIA (Tabla 4.8).  
 
 Los niveles antigénicos del PAI-3 no mostraron diferencias estadísticamente 
significativas entre los diferentes estadios (Tabla 4.8). Los niveles de mRNA del PAI-3 
tampoco mostraron diferencias significativas entre los distintos estadios (Tabla 4.4). 
Los porcentajes de pacientes con niveles detectables de uPA:PAI-3 o tPA:PAI-3 
tampoco variaron significativamente entre los distintos estadios (Tabla 4.8), aunque 
estaban más elevados en los estadios de mayor gravedad.  
 
 
Tabla 4.8. Niveles de los inhibidores fibrinolíticos y sus complejos en extractos tisulares de 
cáncer de mama en función del estadio. Los datos se expresan como X ± EEM; afracción citosólica 
(citosol);  bfracción citosólica más de membrana (total); c porcentaje de pacientes, con respecto al total, 
que presentan niveles de complejos por encima del límite de detección.  NS = No significación estadística. 
 
Significación estadística   
Estadio I  
(n = 23) 
 
Estadio IIA 
(n = 39) 
 
Estadio IIB 
(n = 24) 
ANOVA I-IIA I-IIB IIA-IIB 
PAI-1ag 
(ng/mg) 
1,17 ± 0,18a 
2,53 ± 0,43b 
1,32 ± 0,16 
4,02 ± 0,53 
1,65 ±0,26 
4,84 ± 0,64 
NS 









0,81 ± 0,37a 1,88 ± 0,49 1,66 ± 0,59 NS NS NS NS 
PAI-2ag 
(ng/mg) 
2,00 ± 0,37a 
2,21 ± 0,39b 
1,99 ± 0,38 
2,24 ± 0,40 
0,96 ± 0,19 











35,67 ± 2,79a 
172,1 ± 12,9b 
46,55 ± 3,76 
236,2 ± 19,6 
45,95 ± 3,29 






































          I        IIA        IIB 
Total 




* p <0,05  
 




4.4. ANÁLISIS DE LA CONCENTRACIÓN PROTEICA DE LOS 
COMPONENTES DEL SISTEMA DE LAS METALOPROTEASAS EN 
EXTRACTOS TISULARES  
 
 Los componentes del sistema de las metaloproteasas estudiados han sido la 
MMP-3 y el inhibidor de las metaloproteasas TIMP-1. Ambos se han evaluado tanto en 
la fracción citosólica (citosol)  como en el conjunto de la fracción citosólica más de 
membrana (total) de tejidos de cáncer de mama. Como ya se indicó en Material y 
Métodos, los valores de MMP-3 antigénicos (MMP-3ag) corresponden únicamente a 
sus formas libres. 
 
 En la Tabla 4.9 se puede observar que mientras la concentración de MMP-3ag 
no presentó variaciones significativas entre pacientes con y sin afectación ganglionar, 
los niveles totales (fracción citosólica más de membrana) de TIMP-1 antigénicos 
(TIMP-1ag)  eran significativamente mayores en pacientes con afectación ganglionar 
que en pacientes sin nódulos afectados (57,71 ± 5,18 vs. 43,68 ± 3,71 ng/mg, p < 0,05) 
(Figura 4.11). Los niveles de mRNA de la MMP-3 tampoco mostraron variaciones 
significativas entre estos grupos (Tabla 4.3). Sin embargo  al igual que ocurre con los 
niveles antigénicos, la concentración de mRNA del TIMP-1 aumentó 
121 
 
Cáncer de mama : Fibrinolisis y Metaloproteasas.                           
 
  
significativamente en mujeres con afectación con respecto a las que no presentaban 
afectación ganglionar (Tabla 4.3, Figura 4.4). 
 
Tabla 4.9. Niveles  de MMP-3ag y de TIMP-1ag en tejido tumoral de pacientes sin (N ) y con 
(N ) afectación ganglionar. Los datos se expresan como X ± EEM; a fracción citosólica;   fracción 







N  N1  0
(n = 39) (n = 47) 
MMP-3ag  
(ng/mg) 
0,13 ± 0,03  a NS 0,20 ± 0,03 




 13,59 ± 1,8  a 15,06 ± 8,99 NS 
43,68 ± 3,71b p < 0,05 57,71 ± 5,18 





























                 N0           N1 
     Total 
      Afectación ganglionares totales de TIMP-1ag en tejido tumoral de pacientes sin (N ) y con (N ) 0 1
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 Cuando las pacientes se clasificaron en diferentes estadios según la gravedad del 
tumor (Tabla 4.10), se observó que los niveles de la MMP-3 no variaron 
significativamente entre los diferentes estadios, siendo los niveles de la fracción total 
ligeramente más elevados en los pacientes en el estadio I que en los de mayor gravedad 
(IIA y IIB). En el caso de los niveles de mRNA de la MMP-3,  no se apreciaron 
diferencias significativas entre los tres estadios (Tabla 4.4). 
 
En el caso del TIMP-1, sus niveles antigénicos, tanto en la fracción citosólica 
como en la total, aumentaron significativamente con la gravedad del tumor (p < 0,05) 
(Tabla 4.10). Las concentraciones de TIMP-1 en los estadios IIA y IIB fueron 
significativamente mayores que en el estadio I, tanto en la fracción citosólica (IIA vs. I 
: 16,03 ± 1,72 vs.  9,24 ± 1,71 ng/mg p < 0,05 y IIB vs. I 16,12 ± 1,89 vs.  9,24 ± 1,71 
ng/mg, p <0,05),  como en el conjunto de la fracción citosólica más de membrana (IIA 
vs. I: 49,82 ± 3,51 vs. 37,35 ± 5,81 ng/mg p < 0,05 y IIB vs. I 62,55 ± 8,42 vs. 37,35 ± 
5,81 ng/mg, p <0,05) (Figura 4.12). Estos resultados son coincidentes con los 
obtenidos para los niveles de mRNA del TIMP-1 (Tabla 4.4, Figura 4.5).   
 
 
Tabla 4.10. Niveles de diversos componentes del sistema de las metaloproteasas en extractos 
tisulares de  cáncer de mama en función del estadio. Los datos se expresan como X ± EEM;  fracción 




Significación estadística     
Estadio I  Estadio IIA 
(n = 39) 
Estadio IIB ANOVA I-IIA I-IIB IIA-IIB 
(n = 23) (n = 24) 
 MMP-3ag
(ng/mg) 
0,12 ± 0,04 
4,33 ± 0,85 
0,18 ± 0,03 0,17  ± 0,03 NS NS NS NS 
NS 3,31± 0,62 3,80 ± 0,73 NS NS NS 
 p < 0,05 p < 0,05 p < 0,05 
p < 0,05 
NS TIMP-1ag
(ng/mg) 
9,24 ± 1,71 
37,35 ± 5,81 
16,03 ± 1,72 
49,82 ± 3,51 
16,12 ± 1,89 
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Figura 4.12. Niveles d
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Figura 4.13. Correlación entre los niveles de uPAag  y tPAag en la fracción citosólica de 
tejidos de cáncer de mama. 
 
 
4.5.2. CORRELACIONES ENTRE LOS NIVELES ANTIGÉNICOS DE LOS 
ACTIVADORES  
 
Al analizar los activadores del sistema fibrinolítico se obtuvo una correlación 
positiva y significativa entre los niveles antigénicos de uPA y de uPAR, en la fracción 
de membrana (r = 0,466, p<0,01) (Figura 4.14). Estos resultados sugieren que la 
mayoría de uPA presente en la fracción de membrana se encuentra unido al uPAR, 
focalizando así su actividad proteolítica. 
 
No se ha observado correlación significativa entre los activadores del sistema 






















g) r = 0,466
p <0,01 
 
Figura 4.14. Correlación entre los niveles de uPAag y uPAR en la fracción de  membrana de 
tejidos de cáncer de mama. 
 
 
4.5.3. CORRELACIÓN ENTRE LOS NIVELES ANTIGÉNICOS DE LOS 
INHIBIDORES 
 
 El inhibidor fibrinolítico PAI-1  se correlacionó positiva y significativamente 
con el inhibidor de las metaloproteasas TIMP-1 (r = 0,348, p < 0,005) (Figura 4.15). 
Esto sugiere que aun siendo inhibidores de sistemas distintos y actúan sobre distintos 
componentes, poseen una manera similar de actuación como inhibidores. Por otro lado, 
no se observó correlación entre los otros inhibidores fibrinolíticos (PAI-2 y PAI-3) 


















g) r = 0,348 
p <0,005 
 
Figura 4.15. Correlación entre los niveles de PAI-1ag  y TIMP-1ag en la fracción citosólica 
más de membrana de tejidos de cáncer de mama. 
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4.5.4. CORRELACIÓN ENTRE LOS NIVELES ANTIGÉNICOS DE 
ACTIVADORES E INHIBIDORES 
 
  Al analizar las correlaciones entre los activadores e inhibidores del sistema 
fibrinolítico, se observó una correlación positiva y significativa entre los niveles 
antigénicos, de la fracción citosólica más de membrana, del uPA y del PAI-1 (r =  
0,281, p < 0,05) (Figura 4.16). Así pues, un incremento de la actividad proteolítica del 
uPA se ve contrarrestada por un aumento en el  PAI-1, manteniendo así el equilibrio 























Figura 4.16. Correlación entre los niveles de uPAag y PAI-1ag en la fracción citosólica más 
de membrana de tejidos de cáncer de mama. 
 
 
Al analizar la correlación existente entre los niveles antigénicos en el conjunto 
de la fracción citosólica más de membrana de la MMP-3 libre y del TIMP-1, se obtuvo 
una correlación positiva y significativa entre ambos parámetros (r = 0,338, p < 0,05) 






















g) r = 0,338
p <0,05 
 
Figura 4.17. Correlación entre los niveles de MMP-3ag  y TIMP-1ag en la fracción 
citosólica más de membrana  de tejidos de  cáncer de mama. 
 
 
4.5.5. CORRELACIONES ENTRE LOS NIVELES ANTIGÉNICOS Y DE 
mRNA 
 
 Se observó una correlación positiva entre la expresión génica y proteica 
(fracción citosólica más de membrana) para el uPA (r = 0,372, p<0,01, Figura 4.18, 
gráfico A), PAI-1 (r = 0,258, p<0,05), PAI-3 (r = 0,537 p<0,001 Figura 4.18, gráfico 
B) y la MMP-3 (r = 0,506, p <0,005, Figura 4.18, gráfico C), indicando que existe una 
regulación pre-traduccional de estos componentes, es decir, en el paso de DNA a 
mRNA. Sin embargo, debido a la débil correlación existente entre los niveles 
antigénicos y de mRNA de uPA y PAI-1, no se podría descartar otros mecanismos de 
regulación de la expresión de estos factores además del pre-traduccional. 
 
 En el caso del TIMP-1, no se observó una correlación significativa entre sus 
niveles antigénicos y de mRNA, probablemente debido a la existencia de algún tipo de 
regulación a nivel traduccional o post-traduccional que influya en los niveles proteicos 
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Figura 4.18. Correlación entre la expresión génica y proteica de los diversos com
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 También se observó que los niveles antigénicos del PAI-1 se correlacionaban 
positiva y significativamente con los niveles de mRNA de uPA (r = 0,340, p<0,01) 
(Figura 4.19), indicando que probablemente el PAI-1 podría regular la de expresión de 
uPA. 
 
 En cuanto al resto de componentes estudiados no se observó  ninguna 
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r = 0,340 
p < 0,01 
 
 
Figura 4.19. Correlación entre la expresión proteica del PAI-1 y la expresión génica de uPA 
en tejido de cáncer de mama. 
 
 
4.6. CORRELACIONES ENTRE LOS COMPONENTES DEL SISTEMA 
FIBRINOLÍTICO Y DE LAS METALOPROTEASAS Y LOS RECEPTORES 
DE ESTRÓGENOS Y PROGESTERONA 
 
 Al estudiar  la relación entre la presencia o ausencia de  receptores de 
estrógenos y progesterona y los niveles de los diversos parámetros del sistema 
fibrinolítico y de las metaloproteasas estudiados, no se observó ninguna variación 
significativa entre tejidos con receptores positivos o negativos, mostrando así que los 
niveles de estos componentes son independientes de la presencia o ausencia de 
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4.7. VALOR PRONÓSTICO DE DIVERSOS COMPONENTES DEL SISTEMA 
FIBRINOLÍTICO Y DEL SISTEMA DE LAS METALOPROTEASAS 
 
 A continuación se muestran los datos preliminares de los niveles antigénicos 
totales (fracción citosólica más de membrana) y de mRNA de diversos componentes de 
los sistemas fibrinolítico y de las metaloproteasas en 70 pacientes con cáncer de mama, 
a las cuales se ha realizado un seguimiento de su evolución (10 a 84 meses, mediana 30 
meses). De las 70  pacientes, 6 sufrieron recaída.  
 
Como se puede observar (Tabla 4.11), los niveles de PAI-1ag eran 
significativamente mayores en tejido de pacientes con recaída que en el de pacientes sin 
recaída (6,68 ± 1,79 vs. 3,51 ± 0,40 ng/mg, p < 0,05). La concentración de mRNA de 
PAI-1 también fue mayor, pero no significativamente, en pacientes con recaída (Tabla 
4.11) (Figura 4.20). 
 
Sin embargo, el PAI-3 antigénico mostró niveles significativamente menores en 
tejido de pacientes con recaída que en el de pacientes sin recaída (229 ± 15 vs 123 ± 14 
ng/mg, p < 0,05). Los valores de mRNA de PAI-3 también disminuyeron en pacientes 
con recaída, aunque no significativamente (Tabla 4.11) (Figura 4.20). 
 
Los niveles de la MMP-3, tanto antigénicos como de mRNA, fueron superiores 
en tejido de pacientes con recaída con respecto al de pacientes que no sufrieron recaída. 
Este incremento fue significativo para los niveles antigénicos (7,37 ± 1,26 vs. 3,48 ± 
0,46 ng/mg, p < 0,05) (Tabla 4.11) (Figura 4.20). 
 
Los valores antigénicos y de mRNA del uPA y del TIMP-1 no presentaron 
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Tabla 4.11. Valor pronóstico de diversos componentes del sistema fibrinolítico y del sistema de 
las metaloproteasas en el cáncer de mama. Los datos se expresan como X ± EEM; niveles antigénicos en 
fracción citosólica más la fracción de membrana,.  niveles de mRNA (copias mRNA (gen/b-actina )x100). 










  Pacientes    
sin recaída  
  (n = 64) (n = 6) 
 uPAag (ng/mg)   a NS 2,87 ± 0,29 2,81 ± 0,66 
 
uPAmRNA  b NS 2,48 ± 0.20 3,14 ± 0,92  
 PAI-1ag (ng/mg)  a p<0.05 3,51 ± 0,40 6,68 ± 1,79   
 
PAI-1mRNA  b NS 0,84 ± 0.10 1,15 ± 0.57  
 
 
PAI-3ag (ng/mg)  a p<0.05 229 ± 15 123 ± 14   
PAI-3mRNA  b NS 5,41 ± 1.02 2,89 ± 0,69  
 MMP-3ag (ng/mg)  a p<0.05 3,48 ± 0,46 7,37 ± 1,26  
 
MMP-3mRNA  b NS 0,18 ± 0,02 0,26 ± 0,14  
 TIMP-1ag (ng/mg)  a NS 49,69 ± 3,72 44,49 ± 6,43   
 
















* * * p < 0,05 
 
Figura 4.20. Niveles de diversos componentes del sistema fibrinolítico y del sistema de las 
metaloproteasas en tejido tumoral de pacientes con y sin recaída. 
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 Para delimitar la localización y semi-cuantificación antigénica de uPA, PAI-1 y 
PAI-3 en cáncer de mama se llevaron a cabo estudios de inmunohistoquimia con 
anticuerpos específicos. Esta técnica permite determinar las células del tejido donde se 
encuentra la expresión de cada proteína y analizar la existencia de posibles variaciones 
de su expresión antigénica según el estadio del cáncer de mama. La presencia de un 
antígeno específico da lugar a la aparición de un precipitado de color entre rojo oscuro 
y marrón. No se observó señal alguna cuando se empleó la IgG no inmune como 
control negativo, indicando que la señal es específica (Figura 4.22, panel B; Figura 
4.24, panel B; Figura 4.26, panel B y Figura 4.27, panel D). 
 
 El uPA mostró una menor intensidad de señal en el tumor de estadio I (Figura 
4.21, panel A) que en los tumores de estadios de mayor gravedad (IIA: Figura 4.21, 
panel B y IIB: Figura 4.22, panel A). No se observó señal en el control negativo 
(Figura 4.22, panel B). Estos datos coinciden con los obtenidos en la cuantificación 
antigénica mediante técnicas de ELISA (Tabla 4.6). En la Figura 4.21(panel A y B) y 
en la Figura 4.22 (panel B) se observa que el uPA muestra una intensa reactividad en 
las células cancerosas, en el estroma y en las células endoteliales, siendo la señal más 
intensa en las células del estroma que en las cancerosas.  
 
 La inmunoreactividad del PAI-1 fue más intensa en los estadios IIA (Figura 
4.23, panel B) y IIB  (Figura 4.24, panel A) que en el estadio I (Figura 4.23, panel A), 
al igual que en el caso del uPA. La cuantificación de los niveles antigénicos de PAI-1 
mediante la técnica de ELISA mostró similares resultados a los obtenidos con la 
inmunonistoquimia (Tabla 4.8). En cuanto a la localización de la señal del PAI-1, se 
pudo observar una intensa inmunoreactividad en las células cancerosas y en las 
endoteliales. La señal fue más débil en el estroma (Figura 4.23, panel Ay B, y 4.24, 
panel B).  
 
 En el caso de PAI-3, se apreció una intensa señal en los tres estadios estudiados, 
siendo ligeramente más débil en el estadio I ( Figura 4.25, panel A) que en los estadios 
IIA (Figura 4.25, panel B) y IIB (Figura 4.26, panel A). No se observó señal en el 
control negativo (Figura 4.26, panel B). Estos resultados confirman los obtenidos con 
la técnica de ELISA, en la que no se encontraron diferencias significativas entre los 
estadios estudiados, aunque el estadio I presentaba niveles antigénicos ligeramente 
inferiores (Tabla 4.8). En cuanto a la localización de la señal de PAI-3, se observa que 
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está localizada exclusivamente en el estroma, rodeando a los nidos de las células 
tumorales, no observándose señal alguna en las células cancerosas o en las endoteliales 
(Figura 4.25, panel A y B, y  Figura 4.26, panel A).  
 
 En la Figura 4.27, se compara la localización de uPA (panel A), PAI-1 (panel 
B) y PAI-3 (panel C), en cortes sucesivos de un mismo tejido de cáncer de mama de 
estadio IIB. Se puede observar una intensa señal del uPA en el estroma del tejido 
tumoral y en las células endoteliales (ce) y una señal un poco menos intensa, en las 
células cancerosas (ca). La señal de PAI-1 también se localiza en el estroma pero es de 
menor intensidad que la observada en las células endoteliales y sobre todo en las 
células cancerosas, donde la señal es de gran intensidad. El PAI-3, se localiza 
exclusivamente en el estroma (es) rodeando los grupos de células tumorales, no 
observándose señal ni en las células tumorales ni en las endoteliales. No se observó 
señal alguna en el control negativo (panel D). 
 
 Así pues, la proteína de uPA y PAI-1 se localizan fundamentalmente en las 
células tumorales y en las endoteliales. Sin embargo, la señal de PAI-1 en el estroma es 
muy débil siendo de gran intensidad la de uPA. Además, uPA y  PAI-3 se encuentran 
en el estroma rodeando las células tumorales. Por otro lado, el PAI-1 y el PAI-3 se 
localizan en distintos lugares del tejido puesto que la señal en el estroma de PAI-1, que 
es donde se encuentra exclusivamente la señal del PAI-3, es muy débil. Sin embargo, 



















Figura 4.21. Localización del  uPA mediante inmunohistoquimia sobre cortes  de tejido de 














Figura 4.22. Localización del  uPA mediante inmunohistoquimia sobre cortes  de tejido de 
cáncer de mama. El panel A, corresponde a un tejido de estadio IIB  y el panel B  al control negativo 











Figura 4.23. Localización del PAI-1 mediante inmunohistoquimia sobre cortes  de tejido de 













Figura 4.24. Localización del PAI-1 mediante inmunohistoquimia sobre cortes  de tejido de 

















Figura 4.25. Localización del PAI-3 mediante inmunohistoquimia sobre cortes  de tejido de 













Figura 4.26. Localización del PAI-3 mediante inmunohistoquimia sobre cortes  de tejido de 

















Figura 4.27. Localización de uPA, PAI-1 y PAI-3 mediante inmunohistoquimia sobre cortes  
de tejido de cáncer de mama de estadio IIB. El panel A, corresponde a la localización de uPA, que se 
encuentra en las células cancerosas (ca) en las células endoteliales (ce) y en el estroma. El panel B 
corresponde la señal del PAI-1, que se encuentra mayoritariamente en las células cancerosas y las 
células endoteliales y en menor intensidad en el estroma. El panel C, muestra la inmunoreactividad del 
PAI-3 que se localiza exclusivamente en el estroma (es). El panel D corresponde al control negativo, y no 
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4.9. HIBRIDACIÓN IN SITU 
 
 Con el objeto de identificar las células responsables de la síntesis de las 
diferentes proteínas analizadas previamente mediante técnicas inmunológicas, se 
realizaron una serie de experimentos de hibridación in situ. Esta técnica permite  
detectar las células que expresan mRNA dentro de un tejido. Recientemente, estas 
técnicas han alcanzado una sensibilidad suficiente como para poder detectar un escaso 
número de moléculas de mRNA presentes en el citoplasma celular. Este gran avance 





 En las siguientes figuras se presentan los resultados obtenidos al emplear la 
técnica de hibridación in situ para el uPA y para el PAI-1 sobre tejido de cáncer de 
mama embebido en parafina. 
  
4.9.1. LOCALIZACIÓN DEL mRNA DEL uPA EN EL CÁNCER DE MAMA 
 
En la Figura 4.28 (panel A, B y C) y en la Figura 4.29 (panel A y B) se observa 
que el mRNA del uPA es expresado fundamentalmente por las células del estroma que 
 Con el objetivo de identificar las células responsables de la síntesis de mRNA de 
PAI-1 y uPA, detectadas previamente mediante técnicas inmunológicas, se 
desarrollaron una serie de experimentos de hibridación in situ. Nosotros usamos sondas 
marcadas con S. El resultado de la desintegración  radioactiva de los átomos de S 
incorporados en la sonda empleada es, tras el revelado de la emulsión fotográfica, un 
precipitado puntual de plata en el lugar donde hibridó la sonda. Estos granos de plata 
adquieren un color verde brillante al ser observados en un microscopio de fluorescencia 
dotado de un filtro del tipo immunogold. El tejido presenta una coloración azul en los 
núcleos y rosada en los citoplasmas como consecuencia de la tinción de hematoxilina-
eosina aplicada. Sin embargo, la detección de los granos de plata exige que la luz 
transmitida a través de la preparación no sea muy intensa, ya que en caso opuesto 
alteraría los colores del tejido. 
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En las Figuras 4.28 y 4.29, se muestran los resultados obtenidos al aplicar la 
técnica de hibridación in situ sobre tejido de cáncer de mama de estadio IIB, utilizando 
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rodean los nidos de células tumorales, sin embargo prácticamente no se observó señal 
en las células tumorales. No se observó señal en el tejido cuando se utilizó la sonda 
sense (control negativo)(Figura 4.29 C). Estos resultados contrastan con los obtenidos 
en la localización proteica del uPA utilizando la técnica de inmunohistoquimia (Figuras 
4.21, 4.22 y 4.27, panel A), en los que la señal antigénica se localizaba tanto en el 
estroma y como en las células tumorales. Teniendo en cuenta que el uPA es una 
proteína que puede ser secretada, estos datos sugieren que el uPA podría ser sintetizado 
fundamentalmente por las células del estroma, y posteriormente secretado y captado por 
las células tumorales. 
  
 
4.9.2. LOCALIZACIÓN DEL MRNA DEL PAI-1 EN EL CÁNCER DE MAMA 
 En las Figuras 4.30, 4.31 y 4.32 se muestran los resultados obtenidos al realizar 
la técnica de hibridación in situ sobre tejido de cáncer de mama de estadio IIA y tras 
una autorradiografía de cuatro semanas de exposición.  
 
 En la Figura 4.30 (panel A y panel B) la señal de PAI-1 mRNA se localiza en las 
células endoteliales,  como señalan las flechas. La señal proteica del PAI-1 también se 
observaba en este tipo de células (Figura 4.24, panel A y Figura 4.27, panel B). 
 
 En la Figura 4.31 se muestra la señal para el mRNA del PAI-1 tras cuatro 
semanas de autorradiografía en tejidos de grado I (panel A y B) y para el grado IIA 
(panel C). En el panel A, se puede apreciar que el PAI-1 es expresado en el estroma. 
Estos datos contrastan fuertemente con los obtenidos de la localización proteica del 
PAI-1, mediante la técnica de inmunohistoquimia, donde se observaba que la expresión 
de la proteína del PAI-1 se localizaba fundamentalmente en las células tumorales, 
siendo de menor intensidad en las células del estroma (Figura 4.23, 4.24 y 4.27). 
 
 
 La señal de mRNA del PAI-1 mostrada en la Figura 4.32 (panel A), donde se 
observa una fuerte expresión de mRNA en las células del estroma que rodean los nidos 
de las células tumorales pero no se observa señal en las células tumorales, contrasta con 
la obtenida para la proteína del PAI-1 en un corte consecutivo (Figura 4.23, panel B), 
donde la señal era localizada fundamentalmente en las células cancerosas siendo de 
menor intensidad en las células del estroma. No se observó señal cuando se reemplazó 
la sonda antisense para el PAI-1 por la sense (Figura 4.32, panel B), indicando que la 
señal obtenida para el mRNA del PAI-1 es específica. 
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 Así pues, la señal del mRNA y de la proteína del PAI-1 coincide en las células 
endoteliales. El PAI-1 mRNA es también es expresado, en gran cantidad, por las células 
del estroma que rodean los grupos de células tumorales, sin embargo, la expresión 
proteica de PAI-1 se localiza principalmente en las células tumorales. Estos resultados 
sugieren que el mRNA y la proteína del PAI-1 se sintetizan y localizan tanto en las 
células endoteliales como en las células del estroma. Sin embargo, la proteína presente 
en las células tumorales podría provenir de las células del estroma que rodean a estas 
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ura 4.28. Localización del mRNA del uPA mediante hibridación in situ sobre cortes  de 
ncer de mama. Las flechas indican los lugares de señal positiva en las células del estroma. El 













 Cura 4.29. Localización del mRNA del uPA mediante hibridación in situ sobre cortes  de 
ncer de mama. Los tres paneles corresponden a un tejido de estadio IIB. Las flechas indican 













Figura 4.30. Localización del mRNA del PA
tejido de cáncer de mama. Las flechas indican los lu
(ce). El panel A (100X) y el panel B (400X) correspon
147ce 
I-1 mediante hibridación in s
gares de señal positiva en las 
de a un tejido de estadio IIA.  
 ce cece 
itu sobre cortes  de 
células endoteliales 
 





(100X) y el paA B C 
 
ra 4.31. Localización del mRNA del PAI-1 mediante hibridación in situ sobre cortes  de 
er de mama. Las flechas indican la señal positiva sobre las células del estroma. El panel A 
nel B (100X) corresponde a un tejido de estadio I y el panel C a un tejido IIA (200X). 
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Figura 4.32. Localización del mRNA del PAI-1 mediante hibridación in situ sobre cortes  de 
 de cáncer de mama. El panel A se observa que la señal del mRNA de PAI-1 en las células del 
ma que rodean las células tumorales. En el panel B se ha usado la sonda sense como control 
tivo para el PAI-1 mRNA (100X). Ambos cortes pertenecen a un cáncer de mama de estadio IIA. 
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 5. DISCUSIÓN 
 
 
« En el punto donde se detiene la ciencia,  
-Jules Gaultier (1811-1872).  
Poeta, crítico y novelista francés- 
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El cáncer de mama es una enfermedad de gran prevalencia en la sociedad actual 
y, aunque existen múltiples factores pronóstico asociados con esta enfermedad, los 
mecanismos moleculares implicados en el cáncer de mama no se conocen con precisión. 
Diversos estudios han indicado que tanto el sistema fibrinolítico como el de las 
metaloproteasas juegan un papel importante en el desarrollo del cáncer (52, 246, 332).  
 La alteración de la expresión génica es fundamental para la progresión del 
cáncer. La mayoría de los estudios realizados acerca de los sistemas sistema 
fibrinolítico y de las metaloproteasas en el cáncer de mama se basan fundamentalmente 
en la cuantificación proteica. Sin embargo, la alteración de la expresión génica, viene 
dada no sólo por la cantidad de proteína sino también por los niveles de mRNA. A pesar 
de que los niveles de mRNA son un importante indicador de los cambios en la 
expresión génica, existen pocos datos sobre de los niveles de mRNA de componentes de 
estos sistemas en el cáncer de mama. Además, la relación entre la concentración de 
proteína y de mRNA es un elemento fundamental para entender dichos cambios de 
expresión, especialmente en el desarrollo del proceso tumoral. 
 
 La cuantificación de la expresión génica de los sistemas fibrinolítico y de las 
metaloproteasas se ha realizado, fundamentalmente, con métodos convencionales como 
la hibridación in situ (260, 406-408), Northern blot (346, 409, 410) o dot-blot (238). 
También se han realizado estudios mediante la técnica de la RT-PCR competitiva (253, 
411). Sin embargo, no se tiene constancia de la existencia en la bibliografía de otras 
referencias, previas a la de nuestro grupo (47), acerca de la cuantificación de la 
expresión génica del PAI-1, uPA y TIMP-1 en el cáncer de mama, mediante la RT-PCR 
cuantitativa en tiempo real. Y además, según nuestro conocimiento, tampoco se ha 
aplicado esta técnica al estudio de la expresión del PAI-3 ni de la MMP-3 en el cáncer 
de mama.  
 
 La RT-PCR cuantitativa en tiempo real combina las técnicas de RT-PCR con las 
de fluorescencia, permitiendo, como demostraron nuestros resultados, una 
cuantificación rápida y altamente reproducible, sensible y específica. Estas 
características hacen que esta técnica sea muy adecuada para cuantificar mRNAs poco 
abundantes o con alta homología. Además, esta técnica permite la cuantificación 
simultánea del mRNA de diversos genes a partir de pequeñas cantidades de tejido, lo 
que es imprescindible para el estudio de la expresión génica en el cáncer de mama, ya 
que gracias a las avanzadas técnicas de diagnóstico, los tumores son detectados más 
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competitiva, la RT-PCR cuantitativa en tiempo real permite trabajar en un mayor rango 
de concentraciones y, puesto que está automatizada, requiere una menor manipulación 
de las muestras, disminuyendo el error en la cuantificación. 
 
 
5.1. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE COMPONENTES DEL SISTEMA 
FIBRINOLÍTICO EN EL CÁNCER DE MAMA 
 
 
 En el presente estudio se ha valorado los niveles de mRNA, mediante la técnica 
de la RT-PCR cuantitativa en tiempo real, así como los niveles antigénicos y 
funcionales de diversos componentes de los sistemas fibrinolítico y de las 
metaloproteasas, en los estadios iniciales del cáncer de mama. El objetivo principal ha 
sido determinar los cambios de expresión de estos componentes y aportar más datos 
acerca del papel de estos sistemas en el cáncer de mama. 
 En relación al sistema fibrinolítico, se observó un aumento significativo de los 
niveles de mRNA, antigénicos y de actividad del uPA en tejido tumoral de pacientes 
con afectación ganglionar con respecto al de pacientes sin afectación ganglionar. 
Además, todos estos niveles de uPA se correlacionaron positiva y significativamente 
con la gravedad del tumor. Previos estudios han obtenido resultados similares en cuanto 
a los valores antigénicos y funcionales de uPA (241, 242, 412, 413). Sin embargo, otros 
autores empleando la RT-PCR cuantitativa en tiempo real (48), trabajo posterior al 
realizado por nuestro grupo (47), no encontraron diferencias significativas en los niveles 
de mRNA de uPA en los grupos de pacientes con y sin afectación ganglionar, ni 
correlación significativa con los distintos estadios de gravedad del cáncer de mama. 
Estas discrepancias podrían ser debidas al distinto criterio de selección de pacientes, ya 
que en el citado trabajo se incluyen pacientes de estadios más avanzados, sin embargo, 
en el presente estudio sólo se incluyen pacientes de estadio I y II. Como han descrito 
otros autores (413), los niveles antigénicos de uPA en el estadio III son inferiores a los 
del estadio II, por lo que es posible que ocurra lo mismo con los niveles de mRNA. 
 
 También se observó una correlación positiva y significativa, aunque débil, entre 
los niveles de mRNA y los antigénicos de uPA, así como una correlación más fuerte 
entre los niveles antigénicos y los funcionales de uPA. Ello indica que existe una 
regulación a nivel pre-traduccional del gen del uPA, aunque la débil correlación entre 
los niveles de mRNA y los antigénicos, sugiere que en la regulación de la expresión de 
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uPA están implicados otros mecanismos de regulación además del transcripcional (o la 
estabilización del mRNA).  
 
 Diversos autores han indicado que niveles elevados  de uPA antigénico y de 
mRNA son un mal pronóstico para el cáncer de mama (48, 241, 242, 245, 414, 415). 
Sin embargo, en el presente estudio no se encontraron diferencias significativas entre las 
pacientes con y sin recaída. Esto puede ser debido al bajo número de pacientes 
analizadas y al corto periodo de seguimiento de las mismas. 
 
 Los resultados del presente trabajo sugieren que el uPA juega un papel 
importante en la progresión del tumor. Diversos estudios han indicado que el uPA 
participa en la invasión y en la metástasis, no sólo a través de la degradación de la 
MEC, sino que desempeñaría otras funciones que le permitirían jugar un papel clave en 
el desarrollo del tumor (219). Entre estos papeles se incluirían la estimulación de la 
angiogénesis, la mitogénesis y la migración celular, así como la regulación de la 
adhesión celular (121). También se ha descrito que el uPA podría prevenir la apoptosis 
en células de cáncer de mama, incrementando la supervivencia de las células malignas 
durante el proceso metastático (416). Esta multifuncionalidad del uPA podría explicar 
los resultados del presente estudio, en el que se ha observado un aumento significativo 
de sus niveles, tanto de mRNA como antigénicos y funcionales, en pacientes con 
afectación ganglionar, y una correlación significativa de estos niveles con la gravedad 
del tumor, indicando que el uPA desempeña un papel importante en la invasión y la 
metástasis del cáncer de mama. 
 
 En cuanto al PAI-1, se observó que los niveles de mRNA estaban 
significativamente aumentados en pacientes con afectación ganglionar, en relación con 
aquellas sin afectación ganglionar. Además, estos niveles se correlacionaron con una 
mayor gravedad del cáncer de mama. Sin embargo, otros autores, utilizando la técnica 
del RT-PCR competitiva (411) o la de RT-PCR cuantitativa (48), publicación posterior 
a la de nuestro grupo (47), no han observado las asociaciones obtenidas en nuestro 
estudio. Estas diferencias pueden ser debidas a que, al igual que en el caso del uPA, en 
estos estudios se incluyen pacientes de estadios más avanzados, pudiendo esto alterar 
los resultados. En el caso de la RT-PCR competitiva, también puede ser debido a la 
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 Por otro lado, los niveles antigénicos de PAI-1, en el conjunto de la fracción 
citosólica más de membrana, se correlacionaron significativamente con la gravedad del 
tumor y estaban significativamente aumentados en pacientes con afectación ganglionar 
en relación a pacientes sin afectación ganglionar, como se ha descrito por otros autores 
(412). Sin embargo, cuando se evaluaron los niveles de la fracción citosólica no se 
observaron diferencias significativas con estas características clínicas. Por el contrario, 
otros autores (241), que han evaluado un mayor número de pacientes, sí han encontrado 
una asociación entre los niveles de PAI-1 en la fracción citosólica y la gravedad del 
tumor y la presencia de afectación ganglionar (241). Así pues, nuestros resultados 
parecen indicar que la valoración de los niveles antigénicos del conjunto de la fracción 
citosólica más de membrana (totales) puede aportar más información, que los niveles de 
la fracción citosólica, acerca del papel del PAI-1 en el cáncer de mama. 
 
 Por otro lado, se evidenció una débil correlación positiva y significativa entre los 
niveles de mRNA y antigénicos, y entre los niveles antigénicos y funcionales de PAI-1. 
La asociación entre los niveles antigénicos y de mRNA de PAI-1 también ha sido 
encontrada por otros autores en cáncer de mama (48, 411). Todos estos datos apoyan 
una regulación del PAI-1 a nivel pre-traduccional (transcripcional o estabilización del 
mRNA). Sin embargo, las débiles correlaciones entre los niveles antigénicos y de 
mRNA y los antigénicos y funcionales de PAI-1, obtenidos en el presente estudio, 
sugieren que otros mecanismos, como la traducción y la post-traducción, intervienen en 
la regulación de la expresión de    PAI-1 en el cáncer de mama.  
 
 Existen numerosos estudios en los que se ha descrito que elevados niveles de 
PAI-1 antigénico son mal factor pronóstico para el cáncer de mama (241, 412, 414, 
417). En el presente estudio, y confirmando los estudios anteriores, también se 
encontraron niveles significativamente mayores de PAI-1 antigénico en pacientes con 
recaída que en aquellas libre de enfermedad. Aunque los niveles de mRNA de PAI-1 
también fueron superiores en pacientes con recaída, las diferencias no fueron 
significativas. Otros autores si han encontrado diferencias significativas en los niveles 
de mRNA de PAI-1 entre estos grupos (48). Esto puede ser debido a que nuestros datos 
son preliminares y necesitan ser confirmados con un mayor número de pacientes y con 
un seguimiento mayor de su evolución.  
 
 Puesto que el PAI-1 es un inhibidor del uPA, se podría esperar que actuase como 
un inhibidor de la invasión y la metástasis, como han mostrado estudios in vitro (225, 
226). Sin embargo, nuestros resultados sugieren que el PAI-1 desempañaría un papel 
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distinto al esperado. De hecho estudios in vitro indican que el PAI-1 promueve más que 
inhibe la invasión y la metástasis (227, 228). Las posibles funciones por las cuales el 
PAI-1 podría contribuir a la progresión del cáncer son: impedir el exceso de la degradación 
de la MEC, modular la adhesión celular (229), favorecer la angiogénesis (228, 418, 419) y 
estimular la proliferación celular (230). Así, la implicación del PAI-1 en todos estos 
procesos podría explicar los resultados obtenidos en el presente estudio, que indican que el 
PAI-1 favorece la invasión y la metástasis. 
 
 En cuanto al PAI-3, se ha sugerido que podría jugar un papel importante en la 
carcinogénesis de tejidos regulados hormonalmente (235). Sin embargo, a pesar de que 
el tejido de mama está regulada hormonalmente, no existen estudios previos, según 
nuestro conocimiento, en relación a la expresión, el pronóstico y la localización del 
PAI-3 en tejido humano de cáncer de mama. Recientes estudios in vitro han indicado 
que el PAI-3 es expresado endógenamente por las células de cáncer de mama  MCF-7 
(235). Sin embargo, en esta tesis se describe, por primera vez, que el PAI-3 es 
expresado tanto a nivel de mRNA como de proteína en el tejido de cáncer de mama 
humano.  
 
 Además de detectarse la expresión del PAI-3 en tejido de cáncer de mama, se 
observó una fuerte correlación entre los niveles proteicos y de mRNA del PAI-3, 
indicando que su expresión está regulada, fundamentalmente, a nivel pre-traduccional y 
que la medida de sus niveles de mRNA es una buena estimación de sus niveles 
antigénicos. Por otro lado, no se encontró variación significativa en los niveles 
antigénicos ni de mRNA del PAI-3 entre las pacientes con y sin afectación ganglionar y 
estos niveles tampoco se correlacionaron significativamente con la gravedad del tumor. 
Sin embargo, nuestros resultados preliminares acerca del valor pronóstico del PAI-3 
indican que niveles elevados de PAI-3 antigénico están asociados con un buen 
pronóstico. Además, en el presente trabajo se encontró que algunos de los tejidos 
tumorales presentaban complejos uPA:PAI-3 y tPA:PAI-3. Teniendo en cuenta todo lo 
anterior, el PAI-3 podría actuar como un potente inhibidor de la actividad proteolítica 
ejercida, entre otros, por el uPA y el tPA, impidiendo de este modo la progresión del 
tumor.  
 
 Los resultados obtenidos en el presente trabajo acerca del PAI-3 están de 
acuerdo con los obtenidos en tejido de carcinoma renal, donde se encontró que los 
niveles antigénicos de PAI-3 estaban significativamente disminuidos en relación al 
tejido normal de riñón y, además, el mRNA del PAI-3 no fue detectado en tejido 
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tumoral pero sí en tejido normal de riñón (211). Por otro lado, estudios in vitro han 
demostrado que células de carcinoma renal transfectadas con PAI-3 poseían menor 
capacidad invasiva que las no transfectadas, sugiriendo que una disminución de la 
expresión del PAI-3 podría potenciar la invasividad y la metástasis de las células de 
carcinoma renal a través de la inhibición de uPA (198). Por el contrario, recientes 
estudios in vitro han indicado que tanto la expresión del PAI-1 como del PAI-3, en las 
células humanas del carcinoma mamario MDA-MB-435, incrementó la adhesión y la 
migración (235). Estas discrepancias hacen necesario profundizar más en el papel del 
PAI-3 en el cáncer de mama, ya que podría ser un importante factor la regulación del 
desarrollo de este tipo de cáncer. 
 
 En relación al resto de componentes del sistema fibrinolítico analizados en el 
presente estudio, tPA, uPAR y PAI-2, se han valorado fundamentalmente sus niveles 
antigénicos. En el caso del tPA también se ha evaluado los niveles funcionales, que han 
mostrado una fuerte correlación con los niveles antigénicos. 
 
 Los niveles antigénicos totales del tPA aumentaron significativamente con la 
gravedad del cáncer de mama. Por otro lado, los niveles de tPA también estaban más 
elevados en pacientes con afectación ganglionar y con mayor gravedad, aunque estos 
valores no fueron estadísticamente significativos. Los resultados del tPA, en cuanto a la 
afectación ganglionar, han sido confirmados por otros grupos (247) y también están 
apoyados por otros estudios que indican que niveles elevados de tPA, tanto funcionales 
como antigénicos, están asociados con un peor pronóstico (248, 249, 420). Los 
resultados de estos autores y los obtenidos en el presente estudio sugieren que el tPA 
también juega un importante papel, aunque de menor relevancia que el de uPA, en la 
generación de plasmina en el cáncer de mama. 
 
 El uPAR también mostró niveles más elevados en pacientes con afectación 
ganglionar y en estadios de mayor gravedad, aunque este aumento no fue significativo. 
Otros autores, describen que sus niveles están más aumentados en los estadios I-II que 
en los estadios III-IV, sugiriendo que el uPAR se encuentra principalmente asociado 
con la invasión inicial del tumor y otros factores podrían estar implicados en la 
progresión del tumor en los últimos estadios (250). El uPAR también ha sido detectado 
en mayor cantidad en tejido de cáncer de mama que en tejido normal (236). Y, además, 
se ha descrito que elevados niveles de uPAR en cáncer de mama primario estarían 
asociados con un mal pronóstico. Sin embargo, su valor pronóstico es menos relevante 
que el de uPA y PAI-1 (125). Los resultados de estos autores y los del presente estudio 
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parecen confirmar el papel descrito para el uPAR, según el cual favorecería la invasión 
y la metástasis a través de la regulación de procesos de proteolisis pericelular y del 
control de la adhesión celular y la migración (246). 
 
 Por otro lado, los niveles de PAI-2 disminuyen, aunque no significativamente, 
con la gravedad del tumor. Además, diversos estudios han mostrado que el PAI-2 es un 
buen factor pronóstico en el cáncer de mama (256, 257). Estos resultados, junto con los 
obtenidos en estudios in vitro o con sistemas modelos, que indican que el PAI-2 inhibe 
la invasión y la metástasis (222, 231-233), sugieren que el PAI-2 puede actuar 
inhibiendo la actividad de uPA, lo que explicaría el por qué en el presente estudio los 
niveles de PAI-2 disminuyeron a medida que avanzaba la gravedad del tumor.  
 
 
5.1.1. INTERACCIONES ENTRE LOS COMPONENTES DEL SISTEMA 
FIBRINOLÍTICO EN EL CÁNCER DE MAMA 
 
 En el presente estudio también se analizaron las correlaciones entre los distintos 
componentes del sistema fibrinolítico, con el fin de determinar las posibles 
interacciones entre ellos. Se ha obtenido una correlación positiva y significativa entre 
los niveles de mRNA del uPA y del PAI-1. Sin embargo, los valores de mRNA del  
PAI-3 no se correlacionaron ni con los de uPA ni con los de PAI-1. Estos resultados 
sugieren que existe una regulación transcripcional coordinada para uPA y PAI-1, que es 
independiente de la de PAI-3. Por otro lado, también se obtuvo una correlación positiva 
y significativa entre los niveles antigénicos de uPA y PAI-1, tal y como ha sido descrito 
previamente (48, 241, 421), indicando que el PAI-1 inhibe al uPA. Así pues, la acción 
inhibitoria del PAI-1 hacia el uPA podría evitar la degradación excesiva de la matriz 
extracelular, y permitir de este modo una correcta invasión de las células tumorales. Por 
otro lado, se observó que los niveles antigénicos de PAI-1 se correlacionaron con los de 
mRNA de uPA, lo que sugiere que el PAI-1 también podría estar implicado en la 
progresión del cáncer de mama, a través de la regulación de la expresión  de uPA. Este 
papel del PAI-1 también ha sido descrito en estudios in vitro con células de cáncer de 
mama (235). Estos autores también indican que el PAI-3 es capaz de inducir la 
expresión de uPA en tipos celulares de cáncer de mama. Sin embargo, nuestros 
resultados no demostraron este papel para el PAI-3 en tejido de cáncer de mama, puesto 
que sus niveles no se correlacionaron significativamente con los de uPA. 
  
 Otra correlación entre los diversos componentes del sistema fibrinolítico fue la 
observada entre los niveles de la fracción de membrana del uPA y del uPAR. Esto 
157 
 
Cáncer de mama : Fibrinolisis y Metaloproteasas.                           
 
  
sugiere que el uPA se encuentra unido a su receptor en el cáncer de mama. Se ha 
descrito que la unión de uPA a uPAR permite localizar la actividad proteolítica sobre la 
superficie celular, necesaria para la correcta invasión celular (224, 422). Además, esta 
unión desencadena una serie de señales intracelulares que intervienen en la progresión 
del tumor (423, 424). 
 
 
5.2. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE COMPONENTES DEL SISTEMA DE 
LAS METALOPROTEASAS EN EL CÁNCER DE MAMA 
 
 En el presente trabajo se ha aplicado, por primera vez, la técnica de la RT-PCR 
cuantitativa en tiempo real para cuantificar los niveles de mRNA de la MMP-3 en tejido 
de cáncer de mama. Los niveles de mRNA, cuantificados con esta técnica, y los de 
proteína, medidos mediante ELISA, de la MMP-3 no mostraron diferencias 
significativas entre pacientes con y sin afectación ganglionar y entre los diferentes 
estadios del cáncer de mama estudiados. Similares resultados han sido encontrados por 
otros autores utilizando la técnicas semi-cuantitativas como la hibridación in situ y la 
inmunohistoquimia (425). Por lo tanto, los resultados obtenidos mediante la técnica de 
la RT-PCR cuantitativa son comparables a los obtenidos mediante otras técnicas 
convencionales y semi-cuantitativas, como la hibridación in situ. Sin embargo, la RT-
PCR cuantitativa en tiempo real en relación a las técnicas convencionales es mucho más 
sensible y requiere menor cantidad de tejido, lo cual es fundamental ya que la cantidad 
de tejido es un factor limitante para los estudios de expresión. Por otro lado, la fuerte 
correlación positiva y significativa entre los niveles antigénicos y los de mRNA de la 
MMP-3, obtenida en el presente estudio, indica que la regulación de la expresión de la 
MMP-3 tiene lugar fundamentalmente a nivel pre-traduccional y que los niveles de 
mRNA de la MMP-3 son una buena estimación de sus niveles antigénicos. 
 
 Los niveles antigénicos y de mRNA de la MMP-3 estaban aumentados en tejido 
de cáncer de mama de pacientes con recaída con respecto al tejido de pacientes libre de 
enfermedad, siendo los valores antigénicos significativamente mayores en tejido de 
estas pacientes con recaída. Aunque no existen estudios que hayan encontrado esta 
asociación en cáncer de mama, si se ha descrito que la MMP-3 está estrechamente 
relacionada con la metástasis en los nódulos linfáticos y la invasión vascular en 
carcinoma de células escamosas del esófago (333). La MMP-3 participa en la 
degradación de la MEC de una manera directa, mediante la degradación de un gran 
número de sustratos de la MEC, y de una manera indirecta, mediante la activación de 
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otras metaloproteasas (426-428). Estas funciones de la MMP-3 podrán explicar sus 
niveles elevados en paciente de cáncer de mama con recaída, obtenidos en el presente 
estudio.  
 
 En cuanto al TIMP-1, no se tiene constancia de la existencia en la bibliografía de 
otras referencias, a excepción de la de nuestro grupo (47), en las que se analicen los 
niveles de mRNA de TIMP-1 en tejido de cáncer de mama mediante la técnica de la 
RT-PCR cuantitativa en tiempo real. En el presente estudio, se observó que los niveles 
de mRNA, cuantificados mediante esta técnica, y antigénicos, tanto citosólicos como 
totales, eran significativamente mayores en tejido de pacientes con afectación 
ganglionar que sin afectación ganglionar y en estadios de mayor gravedad (IIA y IIB) 
que en el estadio de menor gravedad (I) del cáncer de mama. Sin embargo, otros 
estudios han descrito una correlación inversa y significativa entre los niveles de mRNA 
del TIMP-1 y la afectación ganglionar (429). Esta contradicción puede ser debida a las 
distintas técnicas empleadas para la cuantificación de la expresión de mRNA. Los 
últimos autores utilizan una técnica semi-cuantitativa de RT-PCR, normalizando los 
valores con respecto a los de un control de la línea celular de cáncer de mama MCF7 
(429), técnica que requiere mayor manipulación que la RT-PCR cuantitativa en tiempo 
real.  
 
 En cuanto a los niveles antigénicos de TIMP-1, diversos autores han descrito que 
estos niveles están aumentados en tejido de pacientes con cáncer de mama con respecto 
a tejido normal (354, 430), apoyando los resultados obtenidos en el presente estudio, 
que sugieren que el TIMP-1 favorece la invasión y la metástasis del cáncer de mama.  
 
 Al analizar la correlación entre los niveles antigénicos y de mRNA del TIMP-1, 
no se encontró ninguna correlación significativa entre ambos niveles, lo que sugiere que 
en la regulación de la expresión del TIMP-1 intervienen otros mecanismos de 
regulación además de los pre-traduccionales. Por otro lado, existen estudios que indican 
que niveles elevados de TIMP-1, tanto antigénicos como de mRNA, están asociados a 
un peor pronóstico en el cáncer de mama (354, 431, 432). Sin embargo, en el presente 
trabajo no se han observado diferencias estadísticamente significativas entre los niveles 
antigénicos y de mRNA de TIMP-1 en tejido de pacientes con y sin recaída. Ello puede 
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 La posible contribución del TIMP-1 a la invasión y la  metástasis del cáncer de 
mama parece sorprendente, puesto que el TIMP-1 es un inhibidor de las 
metaloproteasas y, por lo tanto, debería actuar inhibiendo la metástasis y la invasión, tal 
y como han sugerido diversos autores (340-343). Sin embargo, el hecho de que el 
TIMP-1 aumente significativamente en tejidos con afectación ganglionar y en estadios 
de mayor  gravedad, así como resultados obtenidos por otros autores que indican que 
niveles elevados de TIMP-1 son un factor desfavorable en el cáncer de mama, no 
encajan con su papel como inhibidor de las metaloproteasas. Sin embargo, se ha 
descrito que el TIMP-1 desempeña otras funciones distintas a la de inhibidor, como la 
de estimular el crecimiento (328), inducir el factor de crecimiento vascular (433) e 
inhibir la apoptosis (434). Estas funciones podrían explicar los resultados obtenidos en 
el presente estudio, ya que a través de ellas ayudaría al crecimiento y a la supervivencia 
de la célula tumoral. 
 
 
5.2.1. INTERACCIONES ENTRE LOS COMPONENTES DEL SISTEMA DE 
LAS MMPS EN EL CÁNCER DE MAMA 
 
 En el presente trabajo, se ha observado una débil correlación positiva y 
significativa entre los niveles antigénicos de la MMP-3 y del TIMP-1. Así pues, esta 
correlación sugiere que un aumento de los niveles antigénicos de MMP-3 en el tejido de 
cáncer de mama, podría verse compensado por un incremento de TIMP-1, que 
neutralizaría el aumento de MMP-3 al formar complejos de estequimometría 1:1 con 
dicha proteasa, produciendo su inactivación. 
 
5.3. INTERACCIONES ENTRE LOS SISTEMAS FIBRINOLÍTICOS Y DE LAS 
METALOPROTEASAS 
 
 En cuanto a las interacciones entre ambos sistemas se ha visto que los niveles de 
mRNA de uPA, PAI-1 y TIMP-1 se correlacionan entre sí, sugiriendo una coordinada 
regulación transcripcional de los tres elementos. Como se ha descrito en la introducción, 
estos tres componentes poseen en su promotor secuencias de unión para de AP-1, 
complejo transcripcional formado por miembros de la familia Jun y Fos (435, 436). 
Estos miembros son activados por miembros de las MAP quinasas, que a su vez son 
activados por factores de transcripción, citoquinas, ésteres de forbol estrés osmótico, 
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regular simultáneamente la expresión de uPA, PAI-1 y TIMP-1. De hecho se ha descrito 
que la expresión de  PAI-1 y de TIMP-1 puede ser inducida por el TPA (12-O-








 Mediante la técnica de hibridación in situ se observó que el mRNA de uPA se 
expresa fundamentalmente en las células del estroma que rodean a las células tumorales. 
Estos datos concuerdan con otros previamente descritos que indican que las células del 
estroma, fundamentalmente los miofibroblastos, expresan gran cantidad de mRNA de 
uPA, mientras que su expresión por parte de las células cancerosas es rara y escasa 
(263, 442). Sin embargo, otros autores indican que el mRNA del uPA es sintetizado 
tanto por las células del estroma como por las células cancerosas (260).  
 
 Puesto que el uPA es una proteína secretada, la localización de la proteína de 
uPA no tiene que ser la misma que la de su mRNA. De hecho en el presente trabajo, 
tanto la proteína como le mRNA del uPA se localizaron en el estroma. Sin embargo, la 
proteína, pero no el mRNA de uPA, se localizó, también, en las células tumorales. Estos 
 Por otro lado, además de esta correlación entre los niveles de mRNA de PAI-1 y 
TIMP-1, también se ha observado una correlación positiva y significativa entre sus 
niveles antigénicos. Y puesto que, en el presente estudio se obtuvo que los niveles de 
ambos factores estaban significativamente más elevados en pacientes con nódulos 
afectados y en estadios más avanzados, esto podría sugerir que ambos factores podrían 
actuar de una manera coordinada promoviendo el cáncer de mama.  
 Mediante inmunohistoquimia se semi-cuantificó y localizó las proteínas uPA, 
PAI-1 y PAI-3 en tejido cáncer de mama. La señal de uPA fue más intensa en los 
estadios de mayor gravedad (IIA y IIB) que  en el estadio de menor gravedad (I). Estos 
resultados fueron similares a los obtenidos con la técnica de ELISA. En cuanto a su 
localización, se vio que la proteína de uPA se encuentra presente en las células 
cancerosas y en el estroma, siendo la señal más intensa en las células del estroma. Estos 
resultados confirman previos estudios (236, 259, 260, 441), aunque otros autores han 
localizado el uPA exclusiva o principalmente en las células cancerosas (261, 262) o en 
las células del estroma (263). 
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resultados sugieren que el uPA es sintetizado por las células del estroma. Parte del uPA 
se quedaría en estas células, mientras que otra parte sería secretada y captada por las 
células tumorales. Éstas podrían captar el uPA a través del uPAR, ya que, como ha sido 
descrito previamente por otros autores el uPAR también se localiza en las células 
tumorales (236). 
 
 En cuanto al PAI-1, la señal obtenida por inmunohistoquimia fue mayor en los 
estadios IIA y IIB  que en el estadio I, al igual que ocurría en el caso del uPA. La 
cuantificación de los niveles antigénicos mediante la técnica de ELISA mostró similares 
resultados a los obtenidos con la inmunohistoquimia. En cuanto a la localización de la 
proteína de PAI-1, se pudo observar una intensa inmunoreactividad en las células 
cancerosas y en las endoteliales, siendo más débil en el estroma. Otros autores también 
han observado señal en las células tumorales y en las del estroma, aunque la señal es 
más intensa en estás últimas y concretamente en los fibroblastos (236). Sin embargo, 
otros estudios han indicado que el PAI-1 se encuentra presente en el epitelio normal de 
los ductos, en las células endoteliales (265), fibroblastos y macrófagos (260, 266), pero 
no en las células tumorales. 
 
 Además de la presencia de la proteína de PAI-1 en las células endoteliales, 
detectada por inmunohistoquimia, también se observó la síntesis de mRNA de PAI-1 
por dichas células, mediante hibridación in situ. Estudios in vitro también han descrito 
que las células endoteliales son capaces de sintetizar PAI-1 (443). Este PAI-1 endotelial 
parece jugar un importante papel en la angiogénesis (228, 419). Otros autores han 
descrito que las células cancerosas, los fibroblastos y los macrófagos, son capaces de 
expresar PAI-1 (260).  
 
 En el presente estudio, se encontró que mientras la proteína del PAI-1 se 
localizaba fundamentalmente en las células tumorales, la señal de su mRNA se 
detectaba en las células del estroma que rodean las células tumorales. Esto sugiere que 
el PAI-1 sería sintetizado por las células del estroma que la secretarían al medio, y sería 
incorporado por las células tumorales para lograr una correcta invasión de las células 
tumorales.  
 
 En la presente tesis se ha localizado, por primera vez, la proteína PAI-3 en el 
tejido del cáncer de mama. Se ha observado una intensa señal, por inmunohistoquimia,  
en los tres estadios estudiados, siendo ligeramente más débil en el estadio I que en los 
estadios IIA y IIB. Estos resultados confirmaron los obtenidos con la técnica de ELISA, 
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con la que no se encontraron diferencias significativas entre los estadios estudiados, 
aunque el estadio I presentaba niveles antigénicos ligeramente inferiores. En cuanto a su 
localización, se observó que la proteína de PAI-3 está localizado exclusivamente en el 
estroma rodeando a los nidos de las células tumorales, no observándose señal alguna en 
las células cancerosas o en las endoteliales. El hecho de que la proteína uPA también 
haya sido localizada en las células del estroma y que niveles elevados de PAI-3 
antigénico se hayan asociado con un peor pronóstico, sugiere que el PAI-3 podría 
inactivar al uPA presente en el estroma, inhibiendo la activación del plasminógeno y, 
por lo tanto, la invasión y la metástasis del cáncer de mama. Los resultados también 
indicaron que a medida que aumentaba la gravedad del tumor aumentaba el porcentaje 
de mujeres con complejos uPA:PAI-3 en el tejido y, además, estudios previos in vivo 
han demostrado que el PAI-3 es capaz de inhibir al uPA (61, 444). Todo ello apoyaría el 
papel inhibidor del PAI-3 sobre el uPA en el cáncer de mama, propuesto en el presente 
estudio. 
  
 Todos estos datos de localización indican que tanto las células tumorales como 
las del estroma están implicadas en la expresión y localización de uPA, PAI-1 y PAI-3, 
y que es necesaria una acción coordinada tanto de las células del estroma como de las 
cancerosas para que tenga lugar la invasión y la metástasis en el cáncer de mama. 
 
 Nuestros datos indican que es necesario un equilibrio proteolítico, en el cual 
intervienen los sistemas fibrinolítico y de las metaloproteasas de una manera 
coordinada, para que tenga lugar la invasión y metástasis del cáncer de mama. Por otro 
lado, demuestran que componentes de ambos sistemas están sujetos a una estricta 
regulación y, por lo tanto, sugieren la importancia de profundizar más acerca de los 







«La paciencia es la madre de la ciencia.» 
 
-William Shakespeare (1564-1616).  
Poeta y dramaturgo inglés- 
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1.- La técnica de la RT-PCR-cuantitativa en tiempo real permite una rápida, sensible, 
específica y reproducible cuantificación del mRNA de uPA, PAI-1, PAI-3, MMP-3 
y TIMP-1.  
 
2.- El aumento de uPA, PAI-1 y TIMP-1, tanto antigénico como de mRNA, así como 
de uPA funcional, en pacientes con afectación ganglionar y su correlación con la 
gravedad del tumor, indica que estos factores pueden contribuir a la invasión y 
metástasis del cáncer de mama.  
 
3.- Por primera vez se ha detectado la expresión de PAI-3, tanto antigénica como de 
mRNA, en cáncer de mama. El aumento de los niveles antigénicos, en pacientes sin 
recaída, sugiere que un nivel elevado de PAI-3 puede ser un buen factor pronóstico 
para esta enfermedad. 
 
4.- La correlación entre los niveles antigénicos y los de mRNA de PAI-3 y MMP-3 
indica que la regulación de estos factores, en cáncer de mama, es fundamentalmente 
pre-traduccional. Sin embargo, la menor correlación encontrada para uPA, PAI-1 y 
TIMP-1 sugiere que podrían intervenir otros mecanismos en su regulación. 
 
5.-  La correlación entre los niveles de mRNA de uPA, PAI-1 y TIMP-1 sugiere una 
regulación coordinada de su expresión en el cáncer de mama.  
 
6.- Por técnicas de inmunohistoquimia se ha observado una co-localización de PAI-3 y 
uPA en las células del estroma del tejido de cáncer de mama, lo que sugiere que el 
PAI-3 puede inhibir la actividad de uPA en estas células, limitando la invasión y la 
metástasis. 
 
7.- Las proteínas uPA y PAI-1 se localizan en las células cancerosas y en el estroma, 
mientras que sus mRNAs se encuentran principalmente en las células del estroma 
que rodean a las tumorales. Así pues, estas proteínas parecen sintetizarse 
predominantemente en las células del estroma, liberándose al medio y siendo 
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8.- Los resultados del presente estudio sugieren que el aumento de la actividad 
proteolítica con la gravedad del tumor, podría contribuir al potencial invasivo de las 
células tumorales. Por otro lado, el incremento de los inhibidores podría regular el 
balance proteolítico en el cáncer de mama. 
 
9.-  La aplicación de la técnica de la RT-PCR cuantitativa en tiempo real al estudio de 
la expresión génica de factores implicados en el cáncer de mama, nos permitirá 
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«La vida es como una montaña rusa, 
con subidas y bajadas. 
Cuando estás en lo alto hay que mantenerse 
y cuando estás en lo bajo hay que superarse.» 
 
 
 
 
 
